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Uber die Bedeutung der Pflanzensterine fiir den tierischen 
Organismus.’) 


Von 


Rudolf Schénheimer. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes, Freiburg Br.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Juli 1928.) 


Nachfolgende Untersuchungen beschiftigen sich haupt- 
sichlich mit drei Fragen: Mit der Ausnutzung der Pflanzen- 
sterine, die der tierische Organismus mit der Nahrung zu sich 
nimmt, mit der Frage der Synthese des Steringeriistes im 
héheren Tierorganismus und mit der Frage, ob die Pflanzen- 
sterine dieselbe pathogenetische Wirkung haben wie das Chole- 
sterin. Es hat sich gezeigt, daB die Zufuhr gréferer Chole- 
sterinmengen bei allen Tieren in den Organen zu Cholesterin- 
ablagerungen fiihrt, die in der menschlichen Pathologie in der 
Artherosklerose ihr Analogon zu haben scheinen (Yuasa).?) 
Wenn es, wie allgemein angenommen wird, einen leichten 
Ubergang der Pflanzensterine in Cholesterin gibt, so miiBte 
man auch den Sterinen der Pflanzennahrung, deren Menge 
bisher unterschitzt wurde, seine Aufmerksamkeit schenken. 


1) Diese und die folgenden 5 Mitteilungen zum gleichen Thema 
wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft Deutscher Wissenschaft aus- 
gefiihrt. 

?) Ziegl. Beitr. Bd. 80, S. 570 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXX. 








» 4 Rudolf Schénheimer, 


Von den verschiedenen bekannten Pflanzensterinen wurden 
zuerst nur die der héheren Pflanzen in die Untersuchung ein- 
bezogen, da sie quantitativ bei weitem den gréBten Anteil in 
der Pflanzensterinzufuhr der hédheren Tiere einnehmen, und 
weil die Sterine der niederen Pflanzen teilweise, wie das 
Ergosterin nach den neuesten Untersuchungen (Windaus, 
Pohl, Hess)") eine ganz andere Funktion haben (Vitamin D). 
Sie spielen in der gew6hnlichen Nahrung quantitativ nur eine 
untergeordnete Rolle. Das Vorkommen des Ergosterins im 
tierischen Organismus in Spuren scheint gesichert zu sein [als 
Provitamin D (Windaus), und in krystallisiertem Zustande aus 
Rinderblut von Kiister und Hérth?) abgeschieden], und damit 
der Ubergang dieses Sterines in unveriinderter Form in den 
Tierkérper bewiesen. Dagegen haben wir fiir das Vorkommen 
der anderen Pflanzensterine im Tierkérper keinen Anhalts- 
punkt. Von Fraser und Gardner’) konnte im Kaninchen- 
blut nach Phytosterinfiitteruug kein Phytosterin gefunden 


werden. 


Mit Ergosterin haben wir vorliufig nur wenig gearbeitet. Die Ver- 
hiltnisse sind wegen der 2 Formen, in denen es in der Natur auftritt — 
bestrahlte und unbestrahlte Form — viel komplizierter. Beumer*) glaubt 
aus seinen Versuchen am Siiugling folgern zu kénnen, daB es im Stoff- 
wechsel andere Wege geht als das Cholesterin. 


Nach der vorherrschenden Meinung sind gerade die Sterine 
der héheren Pflanzen (Sitosterin, Stigmasterin usw.) wesent- 
liche Grundkérper des tierischen Cholesterins. Allerdings 


finden sich in der Literatur nur zwei Angaben, die sich mit. 


dem Ubergange von Pflanzensterinen in Cholesterin beschiftigen. 
Von Gierke') sah nach Phytosterinfiitterung dieselben Ab- 
lagerungen beim Kaninchen wie bei reiner Cholesterinfiitterung. 
Diese Angaben haben wir nachgepriift; dariiber wird spiter 
berichtet. 


') Naturwissenschaften Bd. 15, S. 433 (1927). 

*) Chem. Ber. Bd. 61, S. 809 (1928). 

*) Proc. of the roy. soc. London. Bd. 82. 8. 559 (1910). 

‘) Klin. Woch. 1927, S. 941. 

*) Verh. d. Dtsch. Patholog. Ges. XX. Tagung, S. 159 (1925). 
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Die Bedeutung der Pflanzensterine fiir den tierischen Organismus. 3 


Von gréBter Bedeutung fiir unsere Fragestellung ist die 
viel zitierte Arbeit von Fraser und Gardner.}) 


Die Autoren fiitterten Kaninchen mit einer gewéhnlichen, in 
der Hauptsache aus Kleie bestehenden Nahrung. Zum Vergleich 
fiitterten sie Kaninchen mit einer Kleie, die mit organischen Lésungs- 
mitteln extrahiert war, um die Sterine zu entfernen. Mit der Windaus- 
schen Digitoninmethode fanden sie, daB die Tiere, die mit gewéhnlicher 
Kleie gefiittert waren, einen héheren Cholesteringehalt im Blute auf- 
wiesen als diejenigen, die ,,sterinfrei ernihrt wurden. Die Kaninchen, 
die 5—9 Tage mit extrahierter Kleie gefiittert waren, hatten nur einen 
Gesamtcholesteringehalt von 0,0677 und 0,0553°/,. Die Kontrolltiere 
hatten dagegen 0,0768 und 0,0877°/,. Aus diesen Daten folgern sie, daB 
das Sterin der Kleie vom Organismus aufgenommen worden ist. Nach 
unseren Untersuchungen liegen 0,0553 und 0,0895°/, sicherlich noch 
innerhalb der normalen Schwankungen. Wir haben bei 12 Untersuchungen 
mit der Digitoninmethode 3mal Werte unter 0,055°/, und 2mal Werte 
iiber 0,09°/, gefunden. 


Die von uns gefundenen Werte sind: 





1. 0,0493 4. | 0,0558 7. | 0,0703 10. | 0,0853 


2. 0,0532 5. | 0,0644 s. | 0,0754 11. | 0,0902 
3. 0,0544 6. | 0,0692 9. | 0,0774 12. | 0,0916 


Im iibrigen ‘mu8 man bei einer Ernihrung mit extrahierten Nah- 
ringsmitteln sehr vorsichtig in den SchluBfolgerungen sein, weil man 
zugleich mit den Fetten die Vitamine A und D enttfernt und so Be- 
dingungen schafft, die wir heute noch nicht tibersehen kénnen. Diese 
Fehlerquelle konnte von den Autoren zur Zeit ihrer Untersuchungen 
noch nicht bewertet werden. Wir kénnen aber den genannten Unter- 
suchungen keine Beweiskraft zusprechen. 


Das dem Cholesterin scheinbar ihnlichste Pflanzensterin ist das 
Sitosterin.?) Es hat ebenso wie das Cholesterin die elementare Zu- 
sammensetzung C,,H,,0, besitzt wie das Cholesterin eine sekundiire 
Hydroxylgruppe, die zu einer in einem Ringe befindlichen Doppelbindung 
in 6-y-Stellung steht, alle Umwandlungsprodukte, das Keton C,,H,,0, das 
hydrierte Produkt Dihydrositosterin, das auch in der Natur vorkommt 


1) Proc. of the roy. soc. London Bd. B. 82, S. 559 (1910). 

?) Nach Anderson Jl Ann. Chem. soc. Bd. 48 S. 2987 (1926) 
und nach Bonstedt, Diese Zs. Bd. 140, S. 269 (1923), ist das Sitosterin 
ein fast untrennbares Gemisch optischer Isomerer. 


1* 








4 Rudolf Schénheimer, 


(Anderson, Nabenhauer und Striner’) und selbst der gesittigte 
Stammkohlenwasserstoff (Sitostan) sind den entsprechenden Umwand- 
lungsprodukten des Cholesterins auBerordentlich ahnlich, unterscheiden 
sich aber doch von ihnen, so da8 die Isomerie schon durch eine Ver- 
schiedenheit des Kohlenstoffgeriistes (vielleicht Stereoisomerie?) bedingt 
sein muB.*) Eine Umwandlung in Cholesterin setzt also eine Anderung 


des Kohlenstoftgeriistes voraus. 


Die anderen bekannten Pflanzensterine, das Stigmasterin, das 
Brassicasterin usw. sind dem Cholesterin nicht isomer, sie besitzen noch 
auber einer anderen Zahl von Doppelbindungen auch eine andere elemen- 
tare Zusammensetzung. Trotzdem kénnten diese Sterine doch einen 
Aufbau haben, der dem Cholesterin niher steht und eine leichtere Um- 
wandlung verspricht. Sie sind uns vorliufig leider nicht in der zu einem 


Stoffwechselversuch notwendigen Menge zuginglich. 

Die Tatsache einer Cholesterinsynthese scheint nach den 
vielfachen Untersuchungen von Gardner und Muitarbeitern, 
von Thannhauser und von Beumer’®) fast gesichert zu sein. 
Der exakte Beweis auf Grund von Bilanzversuchen hat noch 
sehr groBe methodische und analytische Schwierigkeiten zu 
iiberwinden, deren auch wir bisher nur zu einem Teil Herr 
geworden sind. 

Uns scheint auch das Verhalten des Tierorganismus den 
Pflanzensterinen gegeniiber unter Umstiinden schon einen 
wesentlichen Hinweis auf die Fiihigkeit zur Synthese zu geben. 
Denn wenn er nicht in der Lage wire, die Pflanzensterine zu 
verwerten, so wiirde daraus zwingend folgen, daf sich z. B. 
der Pflanzenfresser das fiir ihn nétige Cholesterin selber synthe- 
tisieren muB. 

Die Frage nach der Cholesterinsynthese im Tierorganismus 
ist im weiteren zugleich die nach der Synthese des Cholan- 
ringes, der auBer dem Cholesterin bekanntlich (Windaus und 
Neukirchen)*) auch den Gallensiiuren zugrunde liegt, die sich 
nach den Untersuchungen von Enderlen, Thannhauser und 


') Jl. biol. chem. Bd. 71, S. 389 (1927). 

*) Windaus u. Rahlén, Diese Zs. Bd. 101, S. 223 (1928). 

*) Lit. iiber Cholesterinsynthese: Oppenheimer, Handbuch d. Bio- 
chemie. II. Aufl., Bd. 8, S. 555 (1925). 

') Chem. Ber. Bd. 52, S. 1915 (1919). 
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Die Bedeutung der Pflanzensterine fiir den tierischen Organismus. 5 


Jenke?) vielleicht aus dem Koprosterin und Allocholesterin 
bilden kénnten. Beide Stoffe, von denen das Koprosterin ein natiir- 
liches Umwandlungsprodukt des Cholesterins ist, haben nach 
Windaus dieselbe sterische Konfiguration wie die Gallensiiuren. 


Speicherungsversuche mit Sitosterin.*) 
Von 
Rudolf Schénheimer und D. Yuasa. 

Der eine von uns (Yuasa)*) hatte nachgewiesen, daB es bei allen 
Tierarten leicht gelingt, durch Fiitterung von Cholesterin eine Ablage- 
rung von anisotropen Fettropfen in den verschiedensten Organen, vor 
allem in der Leber zu erzielen. Diese anisotropen Fettropfen haben 
sich als Cholesterinester erwiesen (Aschoff‘), Kawamura‘), Win- 
daus®) usw). Nach der allgemeinen Vorstellung vom Ubergang der 
Pflanzensterine in tierisches Cholesterin bei der Resorption muBte an- 
genommen werden, da Fiitterung von Pflanzensterinen zu iihnlichem 
Erfolge fihren wiirde. Eine solche Mitteilung hatte v. Gierke’) ge- 
macht. Er fand bei einem Kaninchen, das er lange Zeit mit Pflanzen- 
sterinen fiitterte, daB sich hier dieselben, allerdings etwas geringeren 
Ablagerungen von anisotropen Fettropfen bildeten, wie bei dem mit 
reinem Cholesterin gefiitterten Kontrolltier. 


Da bisher noch keine Sterine héherer Pflanzen im Tier- 
organismus gefunden worden sind (Fraser u. Gardner) '®) 
wollten wir die v. Gierkesche Versuchsanordnung benutzen 
und unter deren geeigneten Bedingungen untersuchen, ob die 
abgelagerten anisotropen Tropfen bei Sitosterinfiitterung nicht 
aus Sitosterinestern bestehen und sich so doch eine Ablagerung 
von unverinderten Pflanzensterinen im Tierorganismus 
nachweisen laBt. Wir fiitterten zuerst 2 Kaninchen lingere 


1) Arch. exp. Path. u. Pharm. Bd. 130, S. 308 (1928). 
2) 2. Mitteilung iiber die Bedeutung der Pflanzensterine fiir den 
tierischen Organismus. 
5) Zieglers Beitr. Bd. 80, 8. 570 (1928). 
4) Zieglers Beitr. Bd. 47 (1910) 
°} Kawamura, Die Cholesterinesterverfettung. Jena 1911. 
*) Diese Zs. Bd. 67, H. 2 (1910). 
‘) Verh. d. Dtsch. Patholog. Gesellschaft. XX. Tagung, 8.159. 1925. 
*) Proc. roy. soc. London Bd. 82, 8. 559 (1910). 
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Zeit mit Sitosterin') und zum Vergleich 2 Tiere mit derselben 
Menge Cholesterin. Entgegen den Angaben von vy. Gierke 
lieB sich bei den Sitosterintieren auch nach 3 Monate langer 
Fiitterung im Gegensatz zu den Cholesterintieren keine Spur 
von anisotropen Fettropfen in irgendeinem Organ mit 
Ausnahme der Nebennieren nachweisen, wo sie ja auch unter 
normalen Bedingungen in gréBerer Menge vorhanden sind. 
Da ein Versuch an 2 Tieren nicht beweisend ist, stellten wir 
den Versuch auf eine breitere Basis. In Anbetracht der Kost- 
barkeit der Substanz muBten wir uns zwar mit der Zahl der 
Tiere beschrinken. Immerhin haben wir 9 Tiere von 41 bis 
zu 280 Tagen gefiittert und ganz eindeutige Resultate erhalten. 
Cholesterin und Sitosterin wurden als 3°/,ige Loésung in 
Olivenél mit der Schlundsonde gefiittert. Die tiagliche Dosis 
betrug 10 ccm. Wiahrend bei den mit Cholesterin gefiitterten 
Tieren die typische sog. experimentelle Cholesterinkrankheit’”) 
mit Ablagerung anisotroper Fette in den verschiedensten Or- 
ganen auftrat, fanden wir bei keinem unserer mit Sitosterin 
behandelten Kaninchen auch nur eine Spur von anisotroper 
Verfettung.*) Es schien daher zweifelhaft, ob die Tiere iber- 
haupt Sterin in erhéhter Menge zur Ablagerung gebracht 
haben, was durch die morphologische Untersuchung allein 
selbstverstiindlich nicht nachzuweisen war. Wir nahmen daher 
analytische Bestimmungen vor. Da wir keinen Anhaltspunkt 
hatten, in welchem Organe iiberhaupt an eine Ablagerung zu 
denken war, sahen wir uns genotigt, das gesamte Kaninchen 
auf seinen Cholesteringehalt zu analysieren und die Werte mit 
solchen von normalen und mit Werten von Tieren, die mit 
Cholesterin gefiittert waren, zu vergleichen. Zur Analyse 





1) Das Sitosterin stellte E. Merk dar. Es war aus Lobelia atropoides 
gewonnen und war nach zweimaligem Umkrystallisieren schmelzpunktsrein. 

*) Lit.s. Versé. Verh.d. Dtsch. Pathol.Ges. XX. Tagung, 8S. 97. 1925. 

) Auf persénliche Anfrage hatte Herr Prof. v. Gierke die Liebens- 
-viirdigkeit, uns eine Probe des von ihm gefiitterten Sterins zu iiber- 
senden. Es erwies sich nach einmaligem Umkrystallisieren als reines 
Sitosterin (137,5°, Schmelzpunkt des Acetates 127°), das mit unserem 
Priiparat identisch war (Mischschmelzp. 137°). 
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wurden Gehirn und Fell vorher entfernt, weil sie schon unter 
normalen Bedingungen so groBe Mengen von Cholesterin ent- 
halten, daB dadurch eine selbst betriichtliche Zunahme des 
Cholesterins in den anderen Organen sich nur schlecht kennt- 
lich machen wiirde. 


Cholesterinanalysen am Gesamttier sind bereits schon von Beumer 
und Lehmann’) in ihren bekannten Hundeversuchen durchgefiihrt 
worden. Die Tiere wurden ,.zerstiickelt und darauf in 20°/, Kalilauge 
gebracht, die nach eintigigem Stehenlassen und kurzem Erwirmen eine 
vollkommen gleichmiBige Aufschwemmung des Materiales herbeifiihrte. 
Nach Auffiillen auf 2—3 Liter wurde in einem aliquoten Teil die Unter- 
suchung nach Windaus-Fex (d. h. Ausschiitteln mit Ather) vor- 
genommen.* 

Diese gleichmiBige Aufschwemmung ist uns nicht gelungen, weil 
das Knochenpulver sich in der Lauge ja nicht lést und sofort sedi- 
mentiert. Vor allem haben wir aber von dieser Methode Abstand ge- 
nommen, weil sich selbstverstindlich aus dem feuchten Knochenpulver 
die Fette tiberhaupt nicht oder nur ganz unvollstindig extrahieren lassen. 

Wir haben daher das mit NaOH aufgeschlossene und neutrali- 
sierte, getrocknete Material im Soxleth extrahiert. 

Die Weichteile werden durch die Fleischmaschine und die von den 
Weichteilen gut gereinigten Knochen durch die Knochenmiihle gedreht. 
Weichteile und Knochen werden im warmen Luftstrome getrocknet und 
in der Miihle zermahlen. Bei einigen Tieren ist so viel Fett vorhanden, 
daB es beim Mahlen eine Paste gibt. Durch stundenlanges Vermengen 
wird fiir die Homogenitiit der Substanz gesorgt. Etwa 5g der Substanz 
werden in einer Glasschale mit 20 cem 2°/,-NaOQH (genau) iibergossen 
und unter 6fterem Umschiitteln stehen gelassen, bis die Masse gut auf- 
gequollen ist. Danach wird das Schiilchen 1 Stunde auf dem Wasser- 
bad erhitzt. Es wird die zur Neutralisation der Natronlauge notwendige 
Menge Schwefelsiure (durch Titration vorher bestimmt!) zugetan, gut 
vermengt. Nach dem Abkiihlen wird die Substanz mit trocknem Natrium- 
sulfat zu einem staubfeinen Pulver zerrieben. Es wird bis zur Er- 
schépfung mit Ather extrahiert (48 Stunden) und in dem Extrakt nach 
Verseifung mit Na-Aethylat das Gesamtcholesterin bestimmt. 


Aus diesen Zahlen (s. niichste Seite) geht deutlich hervor, daB 
die mit Cholesterin gefiitterten Tiere eine starke Erhéhung ihres 
Cholesteringehaltes aufweisen. Die Sterinmengen in den mit 
Sitosterin gefiitterten Tieren sind aber nicht griéfBer als die 
der Normaltiere. Demnach scheint iiberhaupt kein Sterin zur 





1) Zs. f. die ges. exp. Med. Bd. 37, S. 274 (1923). 
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- Steringehalt 
- Fiitterungs- ote ; 
Fiitterungs- Nr des Gesamttieres!) | Durchschnitt 
Nr. dauer : 
art —_— in Prozent "te 
in Tagen a 
der Trockensubstanz 
1 — 0,163 
9 a ) 
Kontrollen . 0,194 0,159 
3 si 0,182 
4 ~_ 0,140 
(| 5 44 0,164 
6 78 0,198 
| 7 80 0,204 
Cholesterin 8 81 0,221 | 0,215 
9 160 0,243 
10 180 0,225 
11 182 0,254 
[} 12 49 0,162 
1} 13 103 0,145 
14 104 0,178 
15 104 0,165 
Sitosterin 4{ 16 135 0,134 ' 0,158 
17 141 0,189 
18 157 0,167 
19 180 0,145 
20 280 0,142 

















Ablagerung gekommen zu sein. Allerdings liBt sich das aus 
den gewonnenen Zahlen nicht mit Sicherheit ableiten, da der 
Steringehalt der normalen Tiere schon schwankt, und eine Er- 
héhung um einige Prozente daher nicht zum Ausdruck kime. 
Jedenfalls laBt sich aus anatomischem Befund und che- 
mischer Analyse schon schlieBen, daB das Cholesterin 
und das Sitosterin im Stoffwechsel durchaus andere 
Wege gehen. 

Diese Verschiedenheit zeigte sich auch in den Ergeb- 
nissen der wihrend der Fiitterungszeit periodisch vorgenom- 
menen Cholesterinbestimmungen im Blutserum. Es ist be- 
kannt und durch vielfache Nacbuntersuchung bestiitigt, dab 
das Kaninchen im Laufe der Cholesterinfiitterung eine sehr 


') d. h. auBer Gehirn und Haut. 
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starke Laktimie mit hohem Cholesteringehalt im Serum be- 
kommt.!) Der Gehalt an Cholesterin kann bis um das 20fache 
zunehmen. Charakteristisch ist dabei, daB nach einer be- 
stimmten Zeit trotz fortgesetzter Fiitterung die Menge Cho- 
lesterin im Serum abnimmt, aber nicht den Anfangswert er- 
reicht (Rohrschneider?’), Thélldte.*) Dieselbe Erscheinung 
konnten wir im Serum unserer mit Cholesterin gefiitterten 
Kaninchen beobachten. Dagegen konnten wir bei den Sito- 
sterintieren keine dauernde Erhéhung des Cholesteringehaltes 
feststellen, sondern nur tiigliche sehr geringe Schwankungen, 
die auf das mit dem Sterin zugefiihrte Olivenél zuriickgefiihrt 
werden miissen. Hs ist ja bekannt, daB die Zufuhr von Neu- 
tralfett allein geniigt, um die Menge des Cholesterins im Serum 
auf kurze Zeit etwas in die Hohe zu treiben. Die Cholesterin- 
bestimmungen muBten kolorimetrisch vorgenommen werden, 
da den Tieren wihrend des Versuches keine Blutmengen ab- 
genommen werden durften, die so grof& waren, dab man 
fortlaufende Gewichtsanalysen vornehmen konnte.*) Die ge- 
wonnenen Cholesterinwerte des Serums sind zu einer Kurve 
(s. nachste Seite) geordnet. 

Demnach tritt beim Kaninchen, das mit Sitosterin ge- 
fiittert wurde, auch keine Hypercholesterinimie auf. Ebenso 
vermiBten wir bei diesen Tieren im Gegensatz zu den mit 
Cholesterin gefiitterten die typische milchige Triibung. Das 
Serum blieb auch nach mehrmonatlicher Fiitterung klar. 

Es bestand die Méglichkeit, da®8 das Kaninchen als Herbivore 


gegen die Zufuhr von Pflanzensterinen besonders resistent ist und sein 
gewohnliches Nahrungssterin entweder gar nicht aufnimmt oder das auf- 


1) Lit. vgl. Hueck, Verh. d. Dtsch. Patholog. Ges. XX. Tagung. 
S. 18. 1925. 

*) Virchows Archiv Bd. 256 (1925). 

5) Zieglers Beitr. Bd. 77, S. 61 (1927). 

4) Die von Deicke [Krankheitsforschung Bd. 3, S. 399 (1926)] an- 
gegebene gravimetrische Mikrocholesterinanalyse haben wir absichtlich 
nicht angewandt. Es wird angegeben, daB die Verseifung der Ester 
mit 25°, also wiiBriger NaOH, vorgenommen wurde. Damit liBt 
sich die vollkommene Verseifung der Cholesterinester niemals erzielen. 
Die Zeit der Verseifung ist ebensowenig angegeben wie die Art, in der 
der Verf. die Atherextraktion der verseiften Fliissigkeit vorgenommen hat. 
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genommene so schnell wieder abgibt, daf wir es bei dieser Versuchs- 


anordnung nicht fassen konnten. Es muB8te daher auch untersucht 


werden, wie sich der Allesfresser und der Fleischfresser zum Pflanzen- 
sterin verhilt, unter anderem auch deswegen, weil man bisher fiilschlich 
angenommen hatte, daB eine prinzipielle Differenz im Cholesterinstoff- 
wechsel der Herbivoren und der Omnivoren bzw. Carnivoren bestiinde. 
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Derselbe Versuch wurde an Miiusen, Ratten und Katzen wiederholt, von 
denen durch die zur selben Zeit in der hiesigen Abteilung durchgefiihrten 
Versuche von Yuasa bekannt war, daB auch sie bei der Cholesterin- 


fiitterung groBe Mengen von Estern in den Organen ablagern. 


1. Ratten. 

In den Versuch kamen 9 Tiere. Alle wurden fettreich 
ernihrt, indem sie reichlich Schweineschmalz als Beimengung 
zur gewohnlichen Nahrung erhielten. Die Fettzugabe ist be- 
kanntlich fiir die Resorption des Cholesterins giinstig. Drei 


Tiere erhielten auBerdem 0,1 g Sitosterin tiiglich zugelegt und 
Versuchsdauer: 


Be- 


drei andere Tiere tiiglich 0,1 g Cholesterin. 
34 Tage. Zur Analyse wurde nur die Leber verwandt. 


stimmung nach Windaus-F ex. 
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Ratten: Versuchsdauer 34 Tage. 

















Gewicht | Steringehalt ae eee 
Fiitterungsart Nr.}| der Leber | der Leber a 
a _ _ § — o "lo "/o 
1 8,66 0,104 
Fettreich, 2 8,36 0,107 0.0962 
ohne Sterinzulage 3 6,31 0,0995 jes 
4 7,44 0,0744 
ite 5 7,79 0,126 
a . * er 6 7,62 0,119 0,128 
Olesterin tagl. : 4,84 0,140 
eats deck 8 4,74 0,106 
Pei a ; en 4 9 6,74 0,0918 0,0950 
sSitosterin AGC 10 6,57 0,0974 | 




















11 


In der Leber der mit Cholesterin gefiitterten Tiere waren 
nur geringe Mengen von Cholesterinestern morphologisch 
darstellbar, wihrend in keinem der mit Sitosterin ge- 
fitterten Tiere in irgendeinem Organ mit Ausnahme der 
Nebennieren auch nur eine Spur von Cholesterinestern 
morphologisch nachweisbar war. ‘Trotz der geringen 


Ratten: Versuchsdauer 94 Tage. 





Gewicht 


Steringehalt 


























Fiitterungsart Nr.| der Leber | der Leber | Durchschnitt 
Co 0/ 
— : . 
- 1 6,70 0,0943 
ecru 2] 7,95 0,0998 0,0987 
ohne Sterinzulage , 8.03 0.102 
a 4 6,42 0,194 
Pea » + “a 5] 7,13 0,185 0,200 
0 T1D tag. ¢ 
ee oe 6 5,64 0,221 
Senieiia 7 8,24 0,0911 
ia 7 | Re fF nee 
N 1 ~ 
8 9 5,44 0,0948 
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Menge von anisotropen Tropfen in der Leber sind die Werte 
des Cholesterins im Organ schon etwas erhdht.') Deutlicher 
sind die Ergebnisse nach 92tiigiger Versuchsdauer. 

Auch hier ist in keinem Organe der Sitosterintiere eine 
anisotrope Verfettung zu finden, wihrend dieselbe bei den 
Cholesterintieren schon sehr vorgeschritten ist. Die Cholesterin- 
werte sind bei den Cholesterintieren sehr hoch, bei den Sito- 
sterintieren entsprechen sie der Norm. 

AuBerdem wurden noch drei andere Ratten, die 96, 100 
und 140 Tage mit derselben Dosis Sitosterin gefiittert waren, 
genau auf die Anwesenheit anisotroper Fette histologisch unter- 
sucht. Bei keinem der Tiere wurde trotz der langen Fiitterungs- 
dauer eine anisotrope Verfettung gefunden, wihrend die gleich 
lange mit derselben Dosis Cholesterin gefiitterten Tiere eine 
ausgesprochene ,,Cholesterinesterverfettung“ aufwiesen. 

Auch bei den Ratten leB sich also ein prinzipieller Unter- 
schied im Verhalten zum Cholesterin und dem Pflanzensterin 


feststellen.?) 


') Yuasa hat bereits darauf hingewiesen, daB die Ratte mit Chole- 
sterin etwas schwerer zu speichern ist als Kaninchen, Maus und Katze. 

*) Auf der 22. Tagung der pathologischen Gesellschaft in Danzig 
haben wir im Anfang unserer Versuche eine kurze Mitteilung iiber die 
damaligen Ergebnisse gemacht. Wir berichteten, daB es beim Kaninchen 
niemals gelang, eine anisotrope Verfettung hervorzurufen, dagegen hitten 
1—1'/, Monate gefiitterte Ratten, Miiuse und Katzen eine minimale Ab- 
lagerung in der Leber gezeigt, die wir bei linger gefiitterten Tieren nicht 
mehr gesehen hitten. Es hat sich nachtriiglich herausgestellt, daB dies 
wahrscheinlich auf dem hohen Cholesteringehalt des damals als Beigabe 
gefiitterten Schweineschmalzes beruht hat. Wir konnten das durch die 
Analyse nicht mehr sicherstellen, weil wir von dem Schmalz keine Probe 
mehr zur Untersuchung hatten. Wir nehmen aber einen hohen Cholesterin- 
gehalt an, da die Tiere, die zur gleichen Zeit mit demselben Schmalz 
ohne Sterinbeigabe zur Kontrolle gefiittert wurden, die gleichen geringen 
Ablagerungen aufwiesen. Spiiter benutzten wir amerikanisches Schweine- 
schmalz ,,Swift* mit einem sehr geringen Cholesteringehalt, das niemals 
eine derartige Ablagerung hervorrief. Auf die Beigabe von Schmalz 
wollten wir nicht verzichten, weil die Zufuhr von Fett bekanntlich fiir 
die Cholesterinresorption férdernd ist. Pflanzliches Fett konnten wir 
in gréBeren Mengen nicht geben, weil Ratten, Miause und Katzen eine 
Beigabe gréBerer Mengen von Pflanzenfetten mit der Nahrung verweigern. 
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If. Mause. 

Die Versuchsanorduung war analog der der Ratten. Die 
Nahrung bestand aus Brotstiicken, die mit Schweineschmalz 
getrinkt waren, in dem in der Hitze 30 mg Sterin als Tages- 
portion gelést waren. Die Tiere erhielten auSerdem alle 2 bis 
3 Tage eine kleine Portion Hafer als Beikost. 

Das Ergebnis der Untersuchung war dasselbe wie das 
der Ratten. Bei keinem der mit Sitosterin gefiitterten Tiere 
war in irgendeinem Organ mit Ausnahme der Nebennieren 
eine anisotrope Verfettung zu bemerken. Dabei mu besonders 
beachtet werden, da8 die Maus gegen Zufuhr von Cholesterin 
noch empfindlicher ist als die Ratte. Sie reagiert auf Fiitterung 
mit einer viel schneller einsetzenden und bedeutenderen aniso- 
tropen Verfettung. 

Das geht auch aus der chemischen Analyse hervor. Auch 
hier wurde nur die Leber untersucht. Die Bestimmung konnte 
wegen des geringen Gewichtes der Miiuseleber nicht gewichts- 
analytisch vorgenommen werden. Sie wurde colorimetrisch 
nach Autenrieth und Funk ausgefiihrt. 

Ks wurden 9 Mause analysiert. 3 Tiere erhielten auBer 
ihrer gewOhnlichen Nahrung eine Beigabe von Schweineschmalz 
ohne Sterin, 3 Tiere auBer dem Schmalz eine Zugabe von 
taglich 0,03 g Cholesterin und 3 Tiere statt des Cholesterins 
0,03 g Sitosterin. Die Fiitterungsdauer betrug 1 Monat. 


Miuse; Versuchsdauer 30 Tage. 























Gewicht — Steringehalt iad 
Fiitterungsart Nr. | der Leber | der Leber Durehschnitt 
i ; g "0 "lo 
Fettreich, ohne | . oo ss | in 
iat 2 1,333 0,293 0,224 
Sterinzulage | 
3 0,780 0,194 
Fettreich + 0,03 g 4 1,087 0,529 | 
Cholesterin 5 1,009 0,413 0,520 
tigiich 6 1,010 0,619 | 
col 6 9ar 
Fettreich + 0,03 g ' _— yn | ore 
Sitosterin tiglich . — = f 
9 1,410 0,144 
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Nur die mit Cholesterin (Nr. 4—6) gefiitterten Tiere hatten 
anisotrope Fette in der Leber. Die mit Fett oder Fett- 
Sitosterin gefiitterten Miause zeigten keine Spur von aniso- 
troper Verfettung. 

Das Ergebnis der chemischen Analyse stimmt mit dem 
bei Ratten und Kaninchen gewonnenen iiberein. Die Speicherung 
bei den mit Cholesterin gefiitterten Miusen ist schon sehr be- 
trichtlich und auBerhalb der Fehlergrenze. Die mit Sitosterin 
gefiitterten Tiere hatten keinen gréSeren Cholesteringehalt in 
der Leber als die nur mit Fett gefiitterten. 


AuBerdem wurden noch 7 Miuse histologisch untersucht, die 60, 
60, 93, 105, 125, 130 und 137 Tage mit Sitosterin gefiittert waren. Im 
Gegensatz zu den Cholesterin-Kontrolltieren war auch bei diesen lange 
Zeit gefiitterten Tieren keine Anisotropie zu beobachten. 


IlI. Katzen. 


Ks konnten in Anbetracht der Kostbarkeit der Substanz 
nur 3 Katzen mit Sitosterin gefiittert werden. Die Fiitterungs- 
zeiten betrugen 37 und 120 Tage. Die dritte 140 Tage mit 
Sitosterin gefiitterte Katze konnte aus d4uBeren Griinden nicht 
chemisch bearbeitet werden. In ihrem morphologischen Ver- 
halten entsprach sie vollkommen dem der beiden anderen. 
Die Tiere erhielten tiglich je 1,0 g Sitosterin, das in warmem 
Schweineschmalz gelést und der gewoéhnlichen Nahrung bei- 
gemengt war. Es stand ein ausreichendes Kontrollmaterial 
zur Verfiigung. Das Ergebnis war dasselbe wie beim Kanin- 
chen und bei der Maus sowie bei der Ratte. Im Gegensatz 
zu den hochgradigen anisotropen Verfettungen bei den mit 
Cholesterin gefiitterten Tieren hatten die Sitosterinkatzen keine 
Spur von Ablagerungen. Sie verhielten sich genau so wie die 
nur fettreich gefiitterten Tiere. 

Die chemische Analyse bestitigte den morphologischen 
Befund. 

Der Gehalt an Cholesterin in den Lebern der mit Sito- 
sterin gefiitterten Katzen entsprach etwa der Menge der nur 
fettreich gefiitterten Tiere, wiihrend der Gehalt der Cholesterin- 


katzen ein Vielfaches betrug. 








Vs = 


we ~~ we 











Die Bedeutung der Pflanzensterine fiir den tierischen Organismus. 15 

















Dauer der | Gehalt der ; 
- : ee Durebschnitt 
Fiitterungsart Nr. | Fiitterung Leber an ‘ 
in Tagen |Sterin in °/, ™ 
{ 1 80 0,248 
Lingere Zeit 2 80 0,578 
fettreich ohne 3 80 0,617 0,505 
Sterinzulage 4 80 0,501 
5 80 0,576 
6 50 0,738 
Fettreich + 1,0 g 7 80 2,870 
Cholesterin ' 8 92 3,350 2,937 
tiiglich 9 80 4,200 
10 86 3,827 
Fettreich + 1,0 g 11 37 0,632 | 9.485 
Sitosterin tiglich 12 120 0,338 - 














Augerdem stand uns noch ein Hund zur Verfiigung, der 
aus fuBeren Griinden nur 1 Monat mit Sitosterin gefiittert 
werden konnte. Er zeigte auch keinerlei Ablagerungen ani- 
sotroper Fette, wahrend der zur Kontrolle 1 Monat mit der- 
selben Menge Cholesterin gefiitterte Hund eine ganz geringe, 
aber deutliche anisotrope Verfettung der Leber aufwies. Bei 
diesem einen Tiere lohnte sich die chemische Analyse nicht. 


Wir machten noch den Versuch, die Resorption und Ablagerung 
des Sitosterins dadurch zu erzwingen, dab wir 3 Kaninchen aufer diesem 
Stoff noch Phlorrhizin in alkoholischer Lésung zufiihrten. Chalatow’) 
hatte berichtet, daB diese Beigabe die Ablagerung des Cholesterins sehr 
beschleunige. Die Tiere erhielten tiiglich 0,3 g Sitosterin in 10 cem 
Olivenél und 0,28 g Phlorrhizin in wiBrig alkoholischer Lisung. Sie 
schieden Spuren von Zucker aus. Das Blutserum war niemals getriibt, 
und zeigte (zweimal woéchentliche Untersuchung) niemals eine Erhéhung 
des Cholesteringehaltes. Kaninchen 1 und 2 wurden nach 30 tiigiger, 
Kan. 8 wurde nach 95 tiigiger Fuitterung getétet. Nur Kan. 2 mit nur 
30 tiigiger Fiitterung hatte ganz vereinzelt anisotrope Tropfen in der 
Leber. Bei den anderen verlief der Versuch vollig negativ. Wir sind 
daher nicht in der Lage, diesem Ergebnis eine Bedeutung beizumessen, 
da im iibrigen tiber die Beziehungen des Phlorrhizins zum Cholesterin- 
stoffwechsel nichts bekannt ist. Das Material von Kan. 2 wurde zur 





1) Chalatow, Die anisotrope Verfettung im Lichte der Pathologie 
des Stoffwechsels. Jena 1922. 
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Klirung der Frage, ob es sich tatsiichlich um eine Ablagerung von 
Pflanzensterin handelt, weiter untersucht (s. nichste Mitteilung). 

Bei allen untersuchten Tierarten (Kaninchen, Maus, Katze, 
Ratte und Hund) war also das Verhalten dem enteral zuge- 
fihrten Sitosterin gegeniiber gleichartig. Es gelingt weder 
eine anisotrope Verfettung hervorzurufen noch den Gehalt des 
Cholesterins in den Organen (iiber die nicht unbetrichtlichen 
normalen Schwankungen hinaus) zu erhéhen. Nach diesen 
Versuchen, die an den verschiedensten Tierarten ausgefiihrt 
sind, ist man auch berechtigt, anzunehmen, daB alle héheren 
Tiere sich dem Sitosterin gegeniiber ebenso verhalten. Auch 
der Mensch diirfte selbst bei Zufuhr gréBerer Mengen nicht 
mit einer Ablagerung reagieren kiénnen. Welchen Weg das 
enteral eingefiihrte Sitosterin geht, kann man aus diesen Ver- 
suchen nicht ersehen. Es ist wahrscheinlich, da8 es iiberhaupt 
nicht zur Resorption kommt, es ist aber auch méglich, dag 
es resorbiert, aber schneller als das Cholesterin verbrannt wird 
oder nach der Resorption schneller durch die Galle oder ein 
anderes Organ zur Ausscheidung kommt. Da man aber an- 
nehmen mub, daB es im Fall der Resorption in Cholesterin 
umgewandelt wird, kénnen wir uns in Analogie zu anderen 
Stoffen kaum vorstellen, daB dieses Cholesterin nur deswegen, 
weil es aus einer anderen Quelle kommt, einen anderen Abbau 


oder Ausscheidungsweg bevorzugt. 


Gibt es eine Ablagerung nicht umgewandelter Pflanzensterine 
im Tierorganismus?!) 
Von 


Rudolf Sehdnheimer. 


Diese Frage ist bereits von Fraser und Gardner?) niher unter- 
sucht worden. Sie verarbeiteten das Kaninchenblut nach kurz dauernder 
Phytosterinfiitterung. Sie isolierten die Sterine und konnten mit den 


) 3. Mitteilung iiber die Bedeutung der Pflanzensterine fiir den 


tierischen Organismus, 
*) Proc. roy. soe. London bd. 82, 8. 559 (1910). 
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damaligen Methoden keine Beimengung von Phytosterin feststellen. Sie 
versuchten die Trennung des Cholesterins von den Pflanzensterinen iiber 
die Bromadditionsverbindungen und acetylierten die debromierten Pro- 
dukte. 

In der 2. Mitteilung wurde gezeigt, daB sich durch die Cholesterin- 
analyse der Organe von Kaninchen und anderen Tieren, die mit Sito- 
sterin gefiittert waren, keine Zunahme des Gesamtsterins innerhalb der 
sehr groBen Schwankungen der Norm feststellen lieb. Eine Vermehrung 
um wenige Prozente konnte aber die Analyse nicht aufdecken. Aus 
den Analysenergebnissen hiitte auch nicht hervorgehen kénnen, ob eine 
soleche Vermehrung durch nicht umgewandeltes und zur Ablagerung 
gekommenes Pflanzensterin oder durch Pflanzensterin, das in Cholesterin 
umgewandelt ist, bewirkt wire. 

Neuerdings ist von Béhmer') eine hauptsiichlich fiir die Nahrungs- 
mittelehemie gedachte Methode ausgearbeitet worden, die noch auber- 
ordentlich geringe Beimengungen von Pflanzensterin in tierischen Fetten 
nachweist. Die Methode beruht auf dem hédheren Schmelzpunkte der 
Pflanzensterinacetate, die sich beim Umkrystallisieren aus Alkohol so 
anreichern, dai der Schmelzpunkt tiber den Schmelzpunkt des Chole- 
sterinacetates steigt. Der Schmelzpunkt des Cholesterinacetates betriigt 
114,5, der der Phytosterinacetate je nach ihrer Zusammenstellung 125,6 
bis 137,0° (B6hmer). Der Schmelzpunkt des Acetates des von uns ver- 
fiitterten Sitosterines betriigt 127°. 

In Modellversuchen fand ich, daf nach der Bihmerschen Methode 
sich bei gewisserhafter Anwendung noch eine Beimengung von 1°, 
Sitosterin im Cholesterin durch eine Erhéhung des Schmelzpunktes iiber 
116° kenntlich macht. 


Ich wandte daher die Béhmersche Methode auf unser 
mit Sitosterin gefiittertes Kaninchenmaterial an. In den aus 
den Tieren isolierten Sterinen hiitte sich selbst eine sehr ge- 
ringe Beimengung von Sitosterin kenntlich gemacht. Ich 
glaubte, so die in der Uberschrift gestellte Frage durch unsere 
Versuchsanordnung und die neue chemische Untersuchungs- 
methode (Béhmer) noch scharfer beantworten zu kénnen als 
Fraser und Gardner. 

Zur Untersuchung wurden die Kaninchen 19 und 20 der 
2. Mitteilung herangezogen, die 180 und 280 Tage mit Sito- 
sterin gefiittert waren. AuBerdem wurde auch das mit Sito- 
sterin und Phlorrhizin behandelte Kaninchen 2, bei dem die 





1) In Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmeth. Teil 6, Abt. 1, 
S. 539. 
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Ablagerung kleinster anisotroper Fettropfen in der Leber die 
Anwesenheit von Sitosterinestern méglich erscheinen lie®, 
untersucht, 


Das gesamte getrocknete und pulverisierte Kaninchen') wurde mit 
Ausnahme der zur Analyse verwandten Menge mit Ather bis zur Er- 
schépfung extrahiert. Der Extrakt wurde mit Natriumiithylat in der 
Hitze verseift und die aus der Seifenlésung isolierten Sterine zur Reini- 
gung mit Digitonin gefillt. Die getrocknete Digitoninverbindung wurde 
4 Tage und Nichte mit siedendem Xylol in der Extraktionshiilse extra- 
hiert und das Xylol im Vakuum abdestilliert. Der Riickstand wurde 
durch Behandlung mit Essigsiiureanhydrid in das Acetat verwandelt 
und mehrere Male aus Alkohol umkrystallisiert. Dabei bielt ich mich 
peinlich an die von Béhmer bis in die Einzelheiten angegebene Vor- 
schrift, deren Exaktheit und Brauchbarkeit durch Modellversuche von 
mir bestiitigt werden kann. 

Die Schmelzpunkte waren: 


III. Krystallisation . . . . 113,5 





a. IV. . . i... 1140 

Kaninchen 19. V 114.0 
VI. ss -« « « 12 

III. ‘ a ss 2 

ae IV. a i ax & BS 

Kaninchen 20. - V 114.5 
VI. - sae Be 

( Il. - caw » Be 

IV. m evs 28 

Kaninchen 2. : V. ‘9 - 2 + + 118,5 
(Phlorrhizin) VI. . = ee Oe 
VII. ; «a os Te 

VIL. is > « » Te 


Keiner der Schmelzpunkte erreichte 116°. Nach diesen 
Untersuchungen ist auszuschlieBen, daB eine Ablagerung wesent- 
licher Mengen von Pflanzensterinen bei der Sitosterinfiitterung 
stattfindet. 


— 


‘) Ohne Gehirn u. Fell. 
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Verfiigt der tierische Organismus tiber Pflanzensterinesterasen ? 
Von 
Rudolf Schénheimer und D. Yuasa." 





Den Estern des Cholesterins mit den Fettsiiuren scheint eine grobe 
biologische Bedeutung zuzukommen. Wir kénnen das u. a. aus der groben 
Verbreitung im Organismus, ihrer Anhiufung unter pathologischen Be- 
dingungen und dem konstanten Verhiiltnis zwischen freiem und ge- 
bundenem Cholesterin im Blute (Wacker und Hueck?) und anderen 
Organen schlieBen. Welche Bedeutung den Cholesterinestern zukommt, 
wissen wir nicht und sind auf Vermutungen angewiesen. Vielleicht 
dienen sie unter anderem dem Transport der Fettsiiuren (Bloor), 

Ein Cholesterinester aufbauendes oder abbauendes Ferment ist in 
verschiedenen Organen gesucht und auch in einigen gefunden worden. 
So im Blut, im Duodenalsaft in der Galle (Thannhauser)’), im Pan- 
kreas (Mueller)*) und anderen Organen. 

Aus einer nur morphologisch bearbeiteten Studie von Basten’) 
schien uns hervorzugehen, daB auch im Unterhautbindegewebe ein 
solehes Ferment zur Geltung kommt. Basten legte ein Depot von 
Cholesterintafeln unter die Haut. Es gab eine sogenannte aseptische 
Entziindung mit Einwanderung groBer Mengen von Zellen, die sich mit 
doppeltbrechenden Tropfen beluden, wiihrend die Cholesterintafeln ver- 
schwanden. Da die doppeltbrechenden Tropfen mit allergréBter Wahr- 
scheinlichkeit als Cholesterinester anzusprechen sind, muBte man hier 
an eine fermentative Synthese von Cholesterinestern denken. Wir priiften 
den Versuch von Basten nach: 


Einem Hunde wird unter Athernarkose in einer Tasche 
unter der Haut ein Depot von Cholesterintafeln gelegt. Die 
Operation wird unter peinlichster Asepsis durchgefiihrt. Dem 
Sterin war eine kleine Menge Triolein beigemengt worden, um 
eine pastenartige Konsistenz zu erreichen. Die Sterilisation 
des Cholesterin—Trioleingemenges geschah zur Vermeidung von 
Hitze durch Lésen in reinem Ather und yollkommener Ent- 


1) 4. Mitt. iiber die Bedeutung der Pflanzensterine fiir den tierischen 
Organismus. 

*) Biochem. Zs. Bd. 100, S. 88 (1919). 

5) Dtsch. Arch. kl. Med. Bd. 141, S. 290 (1923). 

*) Jl. biol. chem. Bd. 27, S. 463 (1917). 
°) Virch. Arch. Bd. 220, Bd. 176 (1915). 
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fernung desselben im Vakuum. Es wurden etwa 2—300 mg 
Substanz deponiert. Nach 11 Tagen wird das Depot exzidiert. 
Die bakteriologische Untersuchung ergab Sterilitét. Es lag 
in einer leicht erhabenen, mibig fluktuierenden Anschwellung. 
Das Depot ist in eine dicke Membran eingeschlossen. Der 
Inhalt besteht aus einer gelben, sehr zihfliissigen Masse, in 
der die frische, mikroskopische Untersuchung eine reichliche 
Menge von Cholesterintafeln und doppeltbrechenden 


Tropfen zeigte. 
Schnittpriparat: 


In der sehr starken, bindegewebigen Wand des Depots sind be- 
triichtliche Mengen von Cholesterintafeln vorhanden, die aber nur zu 
einem kleinen Teile in Zellen liegen. Der gréBte Teil liegt extrazelluliir. 
Diese Krystalle nehmen fast keine Fettfiirbung an. Vereinzelt liegen 
kleine Krystallsplitter in groBen, mehrkernigen Zellen. Hier sind die 
Krystalle mehr oder weniger mit Sudan angefirbt. Meist sind die Ecken 
und Kanten der interzellulir liegenden Krystallsplitter abgerundet. Im 
Gewebe liegt eine Unzahl groBer Zellen, die durchgehend mit doppelt- 
brechendem Fett angefiillt sind. In diesen liegen fast gar keine Chole- 
sterintafeln. In einiger Entfernung von den Depots sieht man noch eine 
Anzahl solcher groBer Zellen, bei denen meist nur die Peripherie mit 
anisotropen Fettropfen angefiillt ist. 

Nach dem histologischen Befund hat hier eine bedeutende 
Veresterung des Cholesterins stattgefunden. Man kann im Bilde 
den Vorgang direkt verfolgen. Zuerst werden die Tafeln von 
phagozytierenden Zellen aufgenommen. Sie werden ,,angedaut* 
(Abrundung der Kanten und Ecken). Dabei werden die Bruch- 
stiicke des Krystalls leicht mit Sudan angefarbt, wahrschein- 
lich durch eine feine umgebende Hiille von Cholesterinestern. 
(Reines Cholesterin farbt sich mit Sudan nicht.) Spiiter sind 
dann die Ester als feine, doppeltbrechende Tropfen sichtbar, 
die von Zellen aufgenommen werden oder sich in den Zellen 
gebildet haben. 

Die chemische Untersuchung eines Teiles des Depots 
ergab, daB tatsichlich 10,93°/, des eingefiihrten freien 
Cholesterins verestert waren. Bei einem anderen Ver- 
suche, der unter gleichen Bedingungen ausgefiihrt war, waren 
in dem von uns untersuchten Depotteil 9,50°/, des eingeftihrten 
Cholesterins verestert. 
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In derselben Weise wie das Cholesterin wurde von uns 
auch Sitosterin im Unterhautbindegewebe deponiert. Makro- 
skopisch war das Verhalten des Depots nach 11 Tagen das- 
selbe wie das des Cholesterindepots. 

Mikroskopisch ist das Bild aber ein vollkommen anderes. 
Unter dem Polarisator sind die langen Sitosterinkrystalle zu 
erkennen. Soweit sie nicht abgebrochen sind, haben sie alle 
serade Kanten und spitze Ecken. Nirgends sind 
doppeltbrechende Tropfen zu erkennen. 

Im sudangefirbten Schnittpriiparat sind auBer einigen groBen Fett- 
tropfen, die iiber das ganze Priiparat zerstreut liegen (Reste des ein- 
gefiihrten Trioleins oder verschmiertes Fettgewebe?) keinerlei mit Sudan 
gefiirbte Massen. Vor allem ist kein feintropfiges Fett vorhanden. Die 
Depotmembran besteht aus einem frischen Granulationsgewebe, in das 
eine groBe Zahl z. T. mehrkerniger Riesenzellen eingestreut liegen, in 
denen grobe, spitze unveriinderte Krystalle oder Krystallsplitter 
enthalten sind. Derartige kristallhaltige Riesenzellen liegen auch ziem- 
lich weit vom Depot selbst entfernt. 

Im Sitosterindepot l4Bt sich also mit morphologischen 
Mitteln keine Veriinderungen der eingefiihrten Sitosterinkrystalle 
erkennen. Vor allem fehlt die fiir das Cholesterin charakte- 
ristische Bildung anisotroper Fettropfen. Die Krystalle werden 
nicht ,angedaut“. Sie werden, wie alle Fremdkérper, von 
Riesenzellen aufgenommen und abtransportiert. Wir fanden 
solche Krystalle bei dem Hunde in den Randsinus der regio- 
nairen Lymphdriisen wieder, wohin bekanntlich auch Kohlen- 
staub und andere kérperfremde Substanzen, die als Depot ab- 
gelagert sind, transportiert werden. 

Die Betrachtung des morphologischen Bildes bestarkt 
iiberhaupt die Ansicht, daB es sich um eine Substanz handelt, 
die nur als Fremdkérper wirkt. Eine Veresterung hiitte sich 
sicherlich durch die Bildung doppeltbrechender Tropfen kennt- 
lich gemacht, denn die Sitosterinester der héheren Fettsiuren 
zeigen dieses Phinomen auch. 

Die chemische Untersuchung ergab ein Verhiltnis zwischen 
freiem und gebundenem Cholesterin wie 1:0,008. Diese Ester- 
menge liegt innerhalb der Fehlergrenze Wacker und Hueck)?), 


') Biochem. Zs. Bd. 100, S. 88 (1919). 
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wobei zu bedenken ist, daB bei der Untersuchung auch kleine 
Mengen von Zellen mit zur Untersuchung kamen, die ja einen 
kleinen Estergehalt besitzen. 

Die morphologische und chemische Untersuchung bot 
demnach ein Mittel, Cholesterin und Sitosterin durch den bio- 
logischen Versuch zu unterscheiden. Wir glauben damit auch 
weiter ein sehr einfaches Mittel in der Hand zu haben, um 
festzustellen, ob fiir ein bestimmtes Sterin eine geeignete 
Esterase vorhanden ist. 

Wir untersuchten daher mit dieser Methode auch noch 
andere Sterine, die uns zur Verfiigung standen. 

Stigmasterin besaBen wir in reiner Form nicht in ge- 
niigender Menge. Wir verwandten ein Steringemisch aus 
Calabarbohnen, das neben 80°/, Sitosterin etwa 20°/, Stigma- 
sterin enthailt. (Windaus u. Hauth). Das Verhalten war dem 
des Sitosterins im Versuch vollkommen analog. Die Krystalle 
werden iiberhaupt nicht veriindert. Es erscheinen keine doppelt- 
brechenden Tropfen, die chemische Untersuchung weist 
Cholesterinester nur innerhalb der Fehlergrenze nach. 

Ergosterin (unbestrahlt, in dankenswerter Weise von 
E. Merk, Darmstadt, zur Verfiigung gestellt), verhielt sich 
ebenso. Bisher sind die Ergosterinester der héheren Fettsiuren 
noch nicht bekannt!), so daB man nicht weiB, ob sie auch 
ebenso wie die Cholesterinester und andere ,,Phytosterinester“ 
das Phainomen der Sphirokrystalle geben. Aus diesem Grunde 
kann der morphologischen Untersuchung in diesem Falle kein 
besonderer Wert beigelegt werden. Die chemische Untersuchung 
zeigte aber keine Anwesenheit von Sterinestern an.’) 


1) Verschiedene Ester der Fettsiiuren mit kurzer Kohlenstoffkette sind 
von Tanret, Compt.rend. del Acad. desSc. Bd. 147, S. 75 (1908), dargestellt. 

*) Bei einem go reaktionsfihigen Kérper wie dem Ergosterin haben 
wir die heiBe Verseifung mit Natriumiithylat umgangen. Es ist zwar 
bisher noch nicht festgestellt worden, daB bei der Verseifung etwas zer- 
stért wird. Trotzdem haben wir kalt verseift (Kossel und Ober- 
miiller), und uns lieber der Gefahr ausgesetzt, daB dabei ein kleiner 
sruchteil etwa vorhandenen Ergosterinesters nicht gespalten wird. Die 
Anwesenheit schon einer sehr kleinen Menge desselben wiire auch so 


der Untersuchung nicht entgangen. 
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Dieser Befund scheint uns deswegen von Bedeutung zu 
sein, weil das Ergosterin in einer bestrahlten Form ja neuer- 
dings in minimalen Spuren als Begleiter des Cholesterins sicher 
gestellt ist (Windaus, Pohl, Hess). 

In die Reihe der untersuchten Sterine wurde noch das Kopro- 
sterin aufgenommen. Seine Untérsuchung schien uns deswegen besonders 
interessant, weil es ein Umwandlungsprodukt des Cholesterins ist und 
im Tierkérper vorkommt. Es ist bisher nur im Darmkanal gefunden 
worden, wo es durch Hydrierung und Umlagerung aus Cholesterin bei 
der bakteriellen Fiulnis entsteht. AuBerhalb des Darmes ist es bisher 
noch nicht aufgefunden worden; man hat aber anscheinend bisher auch 
nicht besonders danach gesucht. Bei der noch fraglichen Beziehung 
der Gallensiiuren zum Cholesterin im Stoffwechsel (Enderlen, Thann- 
hauser und Jenke)'), kénnte das Koprosterin eine Rolle spielen, weil 
es sterisch in niiherer Bezichung zum Kohlenstoffskelett der Gallen- 
siiuren steht als das Cholesterin selber. 

Bei der Herstellung des Koprosterins muB8te auf voll- 
kommene Reinigung von Cholesterin geachtet werden. Es ist 
in ganz reiner form schwer darzustellen. 

Wir verwandten ein Koprosterin-Priiparat, das wir aus Menschen- 
faeces in Anlehnung an das Verfahren von Bondzynsky”) isoliert 
hatten. Es hatte den Schmelzp. 108—112°, war also anscheinend nicht 
ganz frei von Dihydrocholesterin, was aber unseren Versuch nicht stérte. 
Cholesterin war in diesem Praparat nicht vorhanden. 

Das Verhalten dieses von Cholesterin vollkommen be- 
freiten Koprosterins war im Depotversuch dasselbe wie das 
der Pflanzensterine. Es bildeten sich keine Sphirokrystalle, 
die eingebrachten Nadeln wurden nicht veriindert und die 
chemische Untersuchung konnte keine Ester nachweisen. 

Nach diesen Versuchen wird im Unterhautbindegewebe 
von allen untersuchten Sterinen nur das Cholesterin ver- 
estert. Nur fiir dieses konnte eine Sterinesterase nach- 
gewlesen werden, wihrend die Ptlanzensterine und das Kopro- 
sterin im Unterhautbindegewebe wie kirperfremde Stoffe 
behandelt werden. 


1) Arch. exp. Path. u. Pharm. Bd. 130, 8, 308 (1928). 
2) Chem. Ber. Bd. 29, 8S. 476 (1896). 





24 Rudolf Schénheimer, 


Versuch einer Bilanz am Kaninchen bei Fitterung 
mit Sitosterin.’) 
Von 


Rudolf Schénheimer. 


Nach den in den vorhergehenden Mitteilungen beschrie- 
benen Versuchen liBt sich bei der Fiitterung mit Pflanzen- 
sterinen keine Speicherung oder Anreicherung von Sterinen im 
Tierorganismus nachweisen. Pflanzensterine waren als solche 
sicherlich auch nicht in kleinen Mengen zur Ablagerung ge- 
kommen. Es mubBten fiir den Weg, den die zugefiihrten 
Pflanzensterine gegangen sein kénnen, folgende Méglichkeiten 
offengelassen werden: Das Sterin wird iiberhaupt nicht resor- 
biert, sondern wird unverindert oder nach einer im Darm- 
kanal vorgenommenen Anderung wieder ausgeschieden. Die 
andere Méglichkeit ist, daB es zwar resorbiert, aber so schnell 
wieder zur Ausscheidung gekommen sei, daB es in den Or- 
ganen mit den zur Verfiigung stehenden Methoden nicht ge- 
iaBt werden kann. In diesem Falle kénnte ebenso, wie wenn 
es nicht resorbiert wire, eine der eingegebenen Menge ent- 
sprechende Sterinmenge im Kote wieder erscheinen. Die letzte 
Méglichkeit besteht noch in einer Resorption mit schneller Zer- 
stérung im Organismus. 

Um der Entscheidung dieser Fragen niher zu kommen, 
machten wir Bilanzversuche mit Cholesterin und mit Sitosterin. 


Bilanzversuche mit Cholesterin sind in der letzten Zeit schon ver- 
schiedentlich versucht worden. Sie wurden fast simtlich zur Beant- 
wortung der Frage nach der Cholesterinsynthese im Organismus heran- 
cezogen. Dabei zeigte sich, da8 nur der lingere Zeit fortgesetzte Ver- 
such etwas aussagen kann, weil die Tagesschwankungen recht erheblich 
sind. Fast alle Versuche wurden an Menschen und Hunden mit der 
Digitoninmethode nach Windaus’) ausgefiihrt [Beumer’), Thann- 
hauser‘) usw.]. 





1) V. Mitteilung: Uber die Bedeutung der Pflanzensterine fiir den 
tierischen Organismus. 

*) Diese Zs. Bd. 65, S. 110 (1910). 

') Zs. f. d. ges. exp. Med. Bd. 37, S. 274 (1923) Bd. 35. 328 (1923). 

‘) Arch. klin. Med. Bd. 141, 8. 290 (1923). 
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Unsere Bilanzversuche haben wir entgegen der Versuchsanordnung 
der friiheren Bearbeiter nicht an Menschen oder Hunden vorgenommen. 
Beide verwandeln das zugefiihrte Cholesterin zum gréSten Teile in Kopro- 
sterin und nur ein geringer Teil wird nicht hydriert und unveriindert 
ausgeschieden (Bondzynski).') Bei der Analyse nach Windaus, die 
eine Verseifung mit Natriumithylat erfordert, wird das Koprosterin zum 
Teil in das mit Digitonin nicht fillbare Pseudokoprosterin umgelagert 
(Windaus und Uibrig’). Bei Mensch und Hund entgeht also bei chole- 
sterinhaltiger Nahrung ein Teil des Kotsterins der Windaus- 
schen Cholesterinanalyse. 

Kine Schwierigkeit, die unseres Erachtens bisher nicht 
geniigend beriicksichtigt worden ist, und die nach unseren 
Untersuchungen die Quelle eines viel gréferen Fehlers ist, 
liegt in der Unméglichkeit, mit den bisher zur quanti- 
tativen Bestimmung verwandten Extraktionsmethoden 
aus den voluminésen Pflanzen alles Sterin zu ent- 
fernen. Die Feststellung des absoluten Steringehaltes der 
Nahrung ist aber unerliBlich, wenn man die Ausscheidung des 
in den Nahrungsmitteln eingefiihrten Sterines im Kote ver- 
folgen will. Aus der nicht aufgeschlossenen Nahrung ist das 
Sterin viel schwerer zu extrahieren als aus dem fast voll- 
kommen aufgeschlossenen Kote. Die einfache Atherextraktion 
von Nahrung und Kot muB daher beim Vergleich zu Fehlern 
fiihren. Wir setzen unsere Versuche iiber die Sterinanalysen 
in Pflanzen fort. 

Vor einiger Zeit veréffentlichte H. J. Arndt’) Bilanzversuche, die 
vornehmlich der Frage gewidmet waren, ob das resorbierte Cholesterin 
durch die Galle zur Ausscheidung gelange. In seinen Versuchen am 
Hunde gibt er nur eine Vermehrung des Prozentgehaltes in der 
Galle an, ohne die Gallenmenge zu beriicksichtigen. Da bekanntlich 
die Gallenmengen bei allen Versuchsanordnungen sehr schwanken (Rous 
und Mitarbeiter), kann man aus seinen Werten nicht herauslesen, ob 
iiberhaupt eine Vermehrung stattgefunden hat. In anderen Versuchen, 
in denen er, um die Ausscheidung des Cholesterins durch die Galle zu 


messen, die Gallenblase punktiert, bestimmt er auch nur den Prozent- 
gehalt in der Blasengalle, ohne darauf Riicksicht zu nehmen, dab be- 


1) Chem. Ber. Bd. 29, S. 476 (1896). 
*) Chem. Ber. Bd. 48, S. 860 (1915). 
*) Zs. f. d. ges. exp. Med. Bd. 54, S. 391 (1927). 
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kanntlich die Konzentration der Blasengalle von vielen Faktoren ab- 
hiingig ist, vor allem von der Riickresorption durch die Gallenblasen- 
schleimhaut. Ebenso gibt er den Cholesteringehalt im Kot einer Patientin, 
die eine Cholesterinmahlzeit erhalten hatte, in Prozenten (!) an. Er ver- 
gleicht den Prozentgehalt des Vortages mit dem nach der Mahlzeit, ohne 
untersucht zu haben, ob nach 36 Stunden schon die Ausscheidung be- 
endet war und ohne die Kotmenge zu beriicksichtigen. Bei einem Hunde 
fand er nach Eingabe von § g Cholesterin nur eine Zunahme im Kot 
von 0,022 auf 0,033 g, d. h. eine Differenz von 11 mg, entsprechend 
0,14°/,. Das wiirde allen bekannten Untersuchungen iiber das Schicksal 
des Cholesterins im Tierorganismus (Thannhauser, Dorré u. Gardner, 
Fraser und Gardner, Beumer u. a.) widersprechen. Wir fanden 
bei einem jungen Hunde nach Eingabe von 2¢ Cholesterin in 50 ¢ 
Olivenél im Kote 1,6 g, entsprechend 80°/, wieder, wobei es bei unserer 
Hiichtigen Versuchsanordnung fraglich ist, ob wir alles Cholesterin ge- 
faBt haben. Die tagliche Sterinausscheidung eines kleinen Hundes bei 
vorwiegender Pflanzennahrung fanden wir etwa 5mal so hoch wie Arndt. 


Arndt leitet aus seinen Versuchen wesentliche biologische 
SchluBfolgerungen ab. 


Unsere Versuche wurden am Kaninchen ausgefiihrt. An 
diesem Tiere sind meines Wissens bisher noch keine Sterin- 
bilanzversuche ausgefiihrt worden. Da beim Bilanzversuch eine 
eroBe Menge von Fehlerquellen méglich ist, muBte an linger 
dauernden Vorversuchen erst die Kignung dieses Versuchstieres 
erprobt werden. 


Die Kaninchen kamen in einen Stoffwechselkifig mit weitmaschigem 
Drahtnetzboden. Die Weitmaschigkeit ist notwendig, damit der ge- 
lassene Kot mdglichst sofort durchfillt. Das Kaninchen ist Kopro- 
phage und friBt, nachdem es seine ausreichende tigliche Nahrung ver- 
speist hat, immer noch gréB8ere oder kleinere Mengen eigenen Kotes. 
Das Fressen kleiner Kotmengen kann kaum vermieden werden. Ein 
Einspannen des Kopfes, wie es deshalb bei kurzdauernden Bilanz- 
versuchen beim Kaninchen oft angewandt wird, kam bei unseren linger 
dauernden Versuchen nicht in Frage. Man kann aber diesen Fehler 
durch ein sehr hiufiges Reinigen des Drahtnetzbodens sehr einschriinken. 

Als ausreichende und geeignete Nahrung erwies sich folgende 
Kombination: 350 g Riiben, 50 g Brot (in 1 cm dicke Scheiben geschnitten 
und 4 Tage in der Wirme gelagert. Danach war der Wassergehalt 
sehr konstant 9—10°/,) und 25 g Heu, das zwar die Reinigung des 
Kiifigs etwas erschwerte, aber zur Kotbildung unter unseren Bedingungen 
unbedingt nétig war. Es wurde fest gewickelt, damit es die Maschen 
des Kifigs nicht verstopfte. 
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Die Versuchstiere fraben ihre Nahrung vollkommen auf. Nur 
selten waren einige Brotstiickchen durchgefallen, die aber immer so 
gering an Gewicht waren, daB sie vernachlissigt werden konnten. 

Nach der Kritik, die wir an die am Menschen und am 
Hunde vorgenommenen Bilanzversuchen anlegen muBten, schien 
uns die Frage besonders wichtig zu sein, ob auch das bei 
dieser Nahrung vom Kaninchen ausgeschiedene Sterin durch 
Kochen mit Natriumithylat seine Digitoninfillbarkeit teilweise 
einbiiBt. Es wurde daher aus einer 5tigigen Kotmenge das 
gesamte Sterin nach kalter Verseifung isoliert. Kin Teil 
wurde nach 8stiindigem Kochen mit Natriumithylat, ein anderer 
ohne Verseifung direkt mit Digitonin gefillt. Dabei traten 
innerhalb der Fehlergrenzen keine Verluste zutage. Damit ist 
die Abwesenheit einer wesentlichen Menge von Koprosterin im 
Kaninchenkot bei der gegebenen Ernihrung sichergestellt. Mit 
der Frage, ob das Kaninchen iiberhaupt zur Hydrierung seiner 
gewohnlichen Nahrungssterine befahigt ist, sind wir beschiftigt. 

Zur Analyse des Kotes geniigte ein Erschépfen der gut getrock- 
neten Substanz mit Ather. Nach TOstiindiger Extraktion konnte in 
dem zuriickbleibenden Pulver nach Aufschlu8 mit Natronlauge kein 
Sterin durch Fiallung mit Digitonin nachgewiesen werden. 

Wegen der schon erwihnten Unmdglichkeit, eine exakte 
Analyse der Nahrung durchzufiihren, verzichteten wir darauf, 
das im Futter enthaltene Sterin zu beriicksichtigen. Da wir 
daher also nicht in der Lage waren, einen vollkommenen Sterin- 
bilanzversuch auszufiihren, gingen wir so vor, da wir bei 
2 Kaninchen in einer 18tigigen, bei 2 anderen Kaninchen 
in einer 12tigigen Versuchsperiode die Sterinausscheidung 
im Stuhle bei der beschriebenen Nahrung feststellten, dann 
eine Zulage von Sitosterin gaben und untersuchten, ob die 
ganze Menge des zugelegten Sterins im Stuhle wieder erschien. 
Zur Kontrolle erhielt die Halfte der Tiere statt des Sitosterins 
eine Zulage von Cholesterin. Damit verzichteten wir auch von 
vornherein darauf, aus diesem ,,Bilanzversuch“ einen direkten 
Schlu8 auf die Fihigkeit des Kaninchens zur Cholerinsynthese 
zu ziehen, und beschrinkten uns damit auf die eingangs tiber 
das Schicksal der Pflanzensterine gestellten Fragen. 
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In die Versuchsvorbereitung kamen 4 Kaninchen, von denen je 
2 Geschwistertiere vom selben Geschlecht waren. 

Die Menge des ausgeschiedenen Kotes sechwankte auBerordentlich. 
Auch die in einem Zeitraume von je 3 Tagen gesammelten Kotmengen 
schwankten in ihrem Trockengewichte zu stark, als daB es méglich 
wire, sich auf eine regelmiBige Sterinausscheidung zu verlassen. Die 
am Ende jedes 3. Tages gewonnenen Kotmengen waren manchmal fast 
doppelt so groB als in der folgenden 3-Tagesperiode. Da der Versuch 
mit einmaligen Zugaben von Pflanzensterinen durchgefihrt werden sollte, 
war es notwendig, innerhalb einer méglichst kleinen Fehlergrenze die 
Ausscheidung zu kennen. Genau so unregelmibig wie die Kotmengen 
war auch die Menge des damit ausgeschiedenen Sterins. 

In dieser 18- bzw. 12tigigen Untersuchungsperiode, in der immer 
der in 3 Tagen gelassene Kot analysiert wurde, stellte sich aber in 20 
fast iibereinstimmenden Analysen heraus, daB sein Prozentgehalt an 
Sterin in sehr kleinen Grenzen konstant war. 


Gehalt des Kaninchenkotes an Sterin. 



































Menge Menge Prozente Te 
Trockenheit Sterin Sterin a 
in 3 Tagen in g im Trockenkot FP 
| 34,35 0,1063 0,302 
66,37 0,2090 0,315 
Kaninchen 67,90 0,2156 0,317 0,316 
58,32 0,1866 0,320 
38,33 0,1236 0,322 
38,54 0,1223 0,317 
39,40 0,1221 0,810 
63,96 0,1955 0,305 
Saninche 47 9157 7 
ns 67,94 0,2157 0,317 | 0,313 
2 58,07 0,1858 0,320 
41,42 0,1284 0,310 
36,93 0,1172 0,317 
52,48 0,1587 0,302 
Kaninchen 61,29 0,1808 0,295 
3 37,57 0,1080 0,287 rs 
41,60 0,1206 0,290 
49,27 0,1465 0,297 
Kaninchen 73,28 0,2088 0,285 
‘ an 0,298 
4 33,48 0,0987 0,295 
42,24 0,1465 0,312 
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Der prozentuale Gehalt des Kotes an Sterin war also unabhingig 


von dem Gewicht des Kotes. 


Er war bei Tier 1 und 2 durehschnittlich 
0,317 und 0,313°/,, und bei Kaninchen 3 und 4 0,294 und 0,298°/,. 


h Durch diese Daten waren wir in der Lage, aus einer be- 
e stimmten Menge Trockenkot die Menge Sterin zu errechnen, 
die in ihm enthalten sein mubte, indem wir den fiir das be- 


treffende Tier gefundenen Faktor einsetzten. 
Bevor wir mit den Zulagen begannen, mubte noch fest- 


2 &  gestellt werden, in welcher Zeit eine eingegebene Substanz im 
Wir benutzten dazu die EKin- 


Kote wieder ausgeschieden ist. 
; gabe kleiner Mengen Tierkohle. 
3 Tagen immer beendet. 

Als Zulagen gaben wir den Kaninchen 2 und 4 Sitosterin 
und den Kaninchen 1 und 3 zum Vergleich Cholesterin. 


Die Ausscheidung war nach 


Die 


Dosen betrugen etwa 200 mg, das ist eine Menge, die etwa 
der in einem Eigelb vorhandenen Cholesterinmenge entspricht. 
Sie wurde in Pillen zu 50 mg Gehalt verlustlos verabreicht. 
Kine gréBere Dosis hatte den Versuch leicht uniibersichtlich 


gestalten kénnen. 


In den ersten Versuchen gaben wir keine 


Zulage von Fett, im letzten Versuch gaben wir eine Zulage 
von 10 ccm synthetischem Triolein, das sich als sterinfrei 


erwies. 


Zwischen jeder 3tigigen Versuchsreihe wurde nach vollkommener 














Reinigung des Kifigs eine Staigige Ruheperiode eingeschoben. Der in 
Kaninchen 3 und 1 bei Zulage von Cholesterin. 
taal Cetin _ der ete der 
Trok- | erecan. 1 Zulage | Zulage 
Mence | dene Durch- 
Zulage} ken- | "ense 7 y, er- er- re 
: Steri Menge mga si schnitt 
in g kot OLerin Sterin schienen |schienen ad 
in g | im Kot | ~ wieder: | wieder : 
in g : 
Kanin- { 0,2180| 82,73 | 0,4777 | 0,3550] —0,1227 | 42,40 
rage } 10,2138} 62,40 | 0,4185 | 0,3215] —0,0920 | 56,97 | $54,58 
chen 3 | 0.2000} 84,39 | 0,4700 | 0.3980] —0,0720 | 64,40 
rs 21: 79,56 57 342 _ 37 ol, 
Kanin- {| %2130] 79,56 | 0,4457 | 0,8420/ —0,1037 | 51,31 | 
ame i 0,2138] 72,42 0,4256 | 0,2792] —0,1464 31,56 | > 45,46 
0,2000} 79,87 | 0,4385 | 0,3405] —0,0930 | 53,50 
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dieser Zeit gelassene Kot wurde jedesmal analysiert, um sicher zu sein, 
daB die Ausscheidung nicht verzigert war. Der in der Zwischenzeit 
gelassene Kot hatte immer einen Steringehalt, der den normalen Werten 
der Tab. 1 entsprach. 


Von der zugelegten Cholesterinmenge erschien also nur 
etwa die Hialfte im Kote wieder. Der andere Teil war ver- 
schwunden. Dieses Ergebnis stimmt mit der Erfahrung iberein, 
daB das Kaninchen mit der Nahrung zugefiihrtes Cholesterin 
resorbiert und in den Organen zur Ablagerung bringt. Be- 
kanntlich bedarf der morphologische und chemische Nachweis 
der Ablagerung in den Organen einer etwas lingeren Fiitte- 
rungszeit. Die Speicherung erstreckt sich also scheinbar auf 
das gesamte Tier, so daB auch die betrichtliche Resorptions- 
menge durch die Verteilung erst spit morphologisch und 


chemisch zur Geltung kommt. 

Bemerkenswert ist bei beiden Tieren die 3. Versuchsperiode, wo 
auBer dem Sterin noch Triolein zugegeben wurde. Wir gingen von der 
Annahme aus, daB die Fette die Resorption des Cholesterins steigern 
(Versé u.a.) und wir glaubten daher, in dieser Periode weniger Chole- 
sterin im Kote wiederzufinden. Das war nicht der Fall. Diese 2 Ver- 
suche lassen aber Schliisse iiber die Wirkung der Fette nicht zu. Es 
wiire auch méglich, daB die Beigabe von Fett zugleich die Ausscheidung 
des resorbierten Cholesterins durch die Galle beschleunigt. 


Kaninchen 2 und 4. Zulage von Sitosterin. 








, Gefun- Von der 
Trok- | Berechn. Den . Zulage — 
dalage ken- Menge Menge Differenz er- oulusies 
in g kot Sterin Sterin| i 8 schienen 07, 
in g | im Kot | ., g — 
a 0,2051} 85,22 | 0,4715 | 0.4560] —0,0155 | 92,44 
Kanin- | 0,2053 | 53,02 | 0.3710 | 0,3657; —0,0053 | 97,52 {9415 
chen 2 |] 2000 77,15 | 0,4410 | 0,4260] —0,0150 | 92,50 
Kanin. {| 02051] 76,93 | 0,4340 | 0,4415] +0,0085 | 104,1 
chen 4 } 0,2053] 61,02 | 0,3867 | 0,3647} —0,0220 | 89,28 | 997 
0,2000] 88,84 | 0,4642 | 0.4457] +0,0115 | 105,8 
Die Tiere 2 und 4 erhielten Zulagen von Sitosterin. 


Die Versuchsanordnung war dieselbe wie bei den mit Chole- 
sterin gefiitterten Kontrolltieren 1 und 3. 
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Im Kote wurden also 94,15 und 99,73°/, im Durchschnitt 
wiedergefunden. Diese Differenzen liegen zweifellos innerhalb 
der wahrscheinlich noch gréBeren Fehlergrenze unserer Ver- 
suchsanordnung. Demnach erscheint beim Kaninchen im Kot 
nach Sitosterinfiitterung die ganze eingefiihrte 
Sterinmenge innerhalb der Fehlergrenzen im Kote 
wieder. 

Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit der Tatsache, 
daB bei Fiitterung mit Pflanzensterin eine Ablagerung in den 
Organen nicht festzustellen ist. Es existiert also zwischen 
Cholesterin und Sitosterin auch ein prinzipieller Unterschied 
in der Ausscheidung mit dem Kote. 

Cholesterin und Sitosterin zeigen ein durchaus anderes 
Verhalten. Vom Cholesterin wird ein betrichtlicher Teil re- 
sorbiert, wihrend nach Kingabe des Sitosterins innerhalb der 
Fehlergrenze eine der eingegebenen Menge entsprechende Sterin- 
menge zur Ausscheidung gelangt. Diese Tatsache unterstiitzt 
die von uns vertretene Ansicht, daB das Sitosterin nicht re- 
sorbiert wird, kann sie aber noch nicht ganz beweisen. Denn 
es kann eine Resorption mit sehr schnell folgender Ausschei- 
dung durch die Verdauungsdriisen erfolgt sein. Die Resorp- 
tion als unveradndertes Sitosterin ist nach den friiher beschrie- 
benen Versuchen sehr unwahrscheinlich, da Ptlanzensterine 
nicht in nachweisbarer Menge im ‘Tierorganismus auftreten 
(II. Mitt.). Der Fermentversuch (IV. Mitt.) zeigt, daB sie vom 
Kérper wie fremde Stoffe behandelt werden und nicht wie 
Cholesterin im Gewebe verestert werden kénnen. Wenn also 
das Sitosterin resorbiert und wieder ausgeschieden worden ist, 
so muB es in Cholesterin oder ein Cholesterinderivat um- 
gewandelt worden sein. Dariiber kann natiirlich der vorliegende 
quantitative Versuch keine Auskunft geben, weil mit dem Digi- 
tonin sowohl Pflanzensterin als auch Cholesterin gefillt wird. 
Kine Resorption mit schneller Zerstérung im Organismus ist 
nach diesen Versuchen auszuschlieBen. 

Uber die Frage der Cholesterinsynthese kann der Ver- 
such, wie bereits mitgeteilt, noch nichts aussagen, da wir die 
in den Nahrungsmitteln vorhandene Sterinmenge nicht mit der 
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zu diesem Zweck notwendigen Genauigkeit angeben kénnen. 
Wir fanden, daB die Kaninchen 1 und 2 im Kote wihrend 
einer 18tagigen Versuchsperiode ohne Zulagen je 0,96 g Sterin 
ausgeschieden haben. Aus den bisher vorliegenden Analysen 
der Pflanzennahrung konnten wir héchstens 10°/, weniger er- 
rechnen. Dieser Fehler liegt héchstwahrscheinlich an der noch 
nicht einwandfreien Analysenmethode. 

Dieser Versuch wird, sobald wir in der, Lage sind, die Sterin- 
mengen in Pflanzen exakt zu bestimmen, an Kaninchen und anderen 


Laboratoriumstieren, bei denen sich noch liingere Stoffwechselversuche 
durchfiihren lassen, als vollstiindiger Bilanzversuch nachgepriift werden. 


Uber die Sterine des Kaninchenkotes.') 


Von 


Rudolf Sehénheimer. 


In der vorhergehenden Mitteilung konnte festgestelli 
werden, da8 man bei Kaninchen nach Zulage von Sitosterin 
eine der eingegebenen Zulage entsprechende Mehrausscheidung 
von Sterinen im Kote findet. Es war demnach wahrscheinlich. 
daB nichts zur Resorption gekommen war, es bestand aber 
noch die allerdings unwahrscheinliche Méglichkeit, daB das 
Sterin resorbiert war, den Kiérper passiert hatte, in Cholesterin 
verwandelt war, und als solches oder als ein Umwandlungs- 
produkt desselben zur Ausscheidung gekommen ist und eine 
Nichtresorption vorgetiiuscht hatte. 

Um diesen Kinwand zu priifen, muBte das Sterin aus dem 
Kot isoliert werden und als Pflanzensterin oder Cholesterin 
(oder deren Umwandlungsprodukte) identifiziert werden. 


1) 6. Mitteilung iiber die Bedeutung der Pflanzensterine fiir den 
tierischen Organismus. 
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Da sich die Fragestellung nicht nur auf das Sitosterin, 
sondern auf die Pflanzensterine als solche erstreckte, wurde 
nicht der Kot, der nach Zulagen gelassen war, untersucht, 
sondern der nach Fiitterung unserer gewéhnlichen Kaninchen- 
nahrung, die aus Riiben, Brot und Heu bestand. In ihnen 
ist mit Sicherheit kein einheitliches Sterin, sondern ein Ge- 
misch mehrerer PHanzensterine zu erwarten. Nach den bei 
Sitosterinfiitterung erhcbenen Befunden war anzunehmen, dab 
auch schon bei der gewoéhnlichen Pflanzennahrung eine der 
gefiitterten Menge entsprechende Sterinmenge im Kot zur 
Ausscheidung gelangte, eine Analogie, die wir trotz ihrer 
groBen Wahrscheinlichkeit bisher noch nicht beweisen konnten, 
da wir den Gehalt der Nahrung mit unserer Analysenmethode 
bisher nicht sicher feststellen konnten. 

Die Untersuchung der Kotsterine von reinen Pflanzen- 
fressern ist bisher nur beim Pferde vorgenommen worden. 
Man fand ein Sterin, das in seinen Eigenschaften von Cho- 
lesterin erheblich abwich und dem man daher den Namen 
.Hippokoprosterin* gab (Bondzynski und Humnitzki).’) 
Dorré und Gardner?) wiesen nach, daB dieses Sterin mit dem 
Sterin des gefiitterten Heus identisch war. Damit hatten sie zu- 
gleich den Nachweis erbracht, daB beim Pferde ein grof8er Teil 
des gefiitterten Sterines unveriindert zur Ausscheidung gelangt. 

Bei der Isolierung und dem Vergleich von Pianzensterin- 
gemischen, mit denen wir es in den natiirlichen Produkten 
fast immer zu tun haben, kommt die Schwierigkeit der Tren- 
nung in die einzelnen einheitlichen Kérper dem Vergleich 
zweier Gemische sehr zustatten. Diese findern durch Um- 
krystallisieren aus Alkohol und anderen Lésungsmitteln ihre 
Kigenschaften nur sehr wenig. Aus diesem Grunde sind sie 
lange als einheitliche Kérper betrachtet worden, bis es 
Windaus und Hauth*’) gelang, das sogen. Phythosterin 
Hesse)*) iiber die bromierten Acetate in Sitosterin und 


1) Diese Zs. Bd. 22, S. 409 (1896). 

*) Proc. roy. soc. London Rd. B 80, 8S. 217 (1908). 

’) Chem. Ber. Bd. 39, S. 4378 (1906); Bd. 40, S. 3681 (1907). 

*) Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 192, S. 175 (1878); Bd. 211,S. 283 (1882), 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXX. 3 
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Stigmasterin zu zerlegen. Aus diesem Grunde ist es auch 
moglich, die Identitat zweier natiirlicher Gemische durch die 
physikalischen Eigenschaften zu beweisen. Bei unseren Ver- 
suchen wurde auf die Zerlegung in die einzelnen Bestandteile 
verzichtet, wir konnten uns daher mit verhaltnismafig kleinen 
Mengen begniigen. 

Die Isolierung des Sterines aus der Nahrung geschah 
folgendermaBen: 

5 kg der Nahrung werden gut zerkleinert und im warmen 
Luftstrom getrocknet. Danach gelingt auch die weitere Pulve- 
risierung in der Mihle gut. Als Extraktionsmittel wurde mit 
Petrolither vergillter Alkohol benutzt. Das Pulver wird fiinf- 
mal mit siedendem Alkohol eine halbe Stunde ausgezogen 
und der Alkohol hei abfiltriert. Beim Abkihlen schied der 
stark gefarbte Alkohol groBe Mengen dOligen Zuckers aus. 
Der Alkohol wird bis auf ein kleines Volumen abgedampft 
und der Riickstand mit Wasser und Ather entmischt. Der 
Ather wird mit Natronlauge und Wasser gewaschen, abdestil- 
liert und der Riickstand mit Natriumithylat und Ather drei 
Tage kalt verseift (Kossel und Obermiller)!) Entmischen 
mit Wasser und Ather. Der Ather wird mit Wasser aus- 
gewaschen und mit Na,SO, getrocknet. Der Atherriickstand 
wird in 250 ccm heiBem Alkohol aufgenommen. Dabei geht 
ein kleiner Teil einer schwarzen Schmiere nicht in Lésung. 
Von diesem Teile wird abfiltriert. Zur Reinigung wird das 
Sterin durch Fallung mit Digitonin in das Digitonid iber- 
fihrt. Es wurden 500 ccm 1°/,iger alkoholischer Digitonin- 
lésung verwandt. Das schneeweiBe Digitonid wurde im Va- 
kuum getrocknet. 

Die Darstellung des Sterindigitonides aus dem Kot ge- 
schah analog. Zur Extraktion wurde statt des Alkohols 
Ather verwandt. Die itherische Lésung konnte ebenso weiter 
behandelt werden wie die nach dem Entmischen des alkoholi- 
schen Riickstandes von der Nahrungsextraktion erhaltene. 


) Diese Zs. Bd. 14, 8S. 599 (1890). 
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Die Digitonide aus Nahrung und Kot wurden je einmal 
aus Methylalkohol umkrystallisiert. 

Zur Untersuchung der Schmelzpunkte eignen sich die 
Digitoninverbindungen nicht, da sie nur einen hoch liegenden 
Zersetzungspunkt haben. Wir untersuchten daher die optische 
Drehung in Pyridin. 


; 1,21.100 
Nahru in-Digi id fal2° = signage Mi 0. 
Nahrungssterin-Digitonid [a]j,° = + 3,054.10 + 3,98 
1,22.100 
Ko in—Digi id 20 = siagilemeanmimaatania = 0. 
tsterin—Digitonid [«]}, + 3,000.10 + 4,05 


Die spezifische Drehung der Digitoninverbindung war 
also fast gleich, Da aber die spezifische Drehung anderer 
Sterindigitonide noch nicht bekannt ist, haben wir erst einige 
bekannte Sterine untersucht, bevor wir die an Nahrungs- und 
Kotsterin gewonnenen Ergebnisse werten konnten. Da der 
Reinheitsgrad des kiuflichen Digitonins sehr wechselt, wurde 
zur Fallung dasselbe Digitonin verwandt, mit dem die Unter- 
suchungen an Nahrungs- und Kotsterin ausgefiihrt wurden. 

Die gefundenen spezifischen Drehungen waren in Pyridin: 


Cholesterin-Digitonid [«]},4 = Sra = + 6,30°. 
Sitosterin—-Digitonid [«}},* = + S550 30 = + 3,67°. 
Digitonid von Phythosterin aus Kalabarbohnen: [«]}, = + saa. 5 
= + 8,89°. 
Ergosterin—Digitonid [a]}* = + Se = + 7,17°. 
Koprosterin-Digitonid [ej}\* = + ani 20 = + 3,60°. 


Die Werte sind alle in derselben Drehungsrichtung und 
liegen zu dicht beieinander, als daB sich durch den Drehungs- 
wert eine Substanz bestimmen lieB. Allerdings laBt sich auch aus 
diesen Werten schlieBen, daB das Kotsterin keine groBen Bei- 
mengungen von Koprosterin enthalten kann, was damit tiber- 


einstimmt, daB das Sterin auch nicht beim Kochen mit 
3% 
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Natriumithylat von seiner Digitoninfallbarkeit verliert (5. Mit- 
teilung). 

Aus einem Teil der Digitoninverbindungen von Kot- und 
Nahrungssterinen wurden die freien Sterine hergestellt. Das 
staubfein gepulverte Material wurde 4 Tage und Nichte in 
einem Stockschen Extraktionsapparat mit Xyloldimpfen 
extrahiert. Das Xylol wurde im Vakuum abdestilliert und der 
Riickstand aus Alkohol umkrystallisiert. Beide Sterine kry- 
stallisierten aus Alkohol in den gleichen prismatischen, teils 
zu kammartigen Formen angeordneten Tafeln. 


In dem Sterin des Kotes lieB sich eine Spur von Cho- 
lesterin durch die vorsichtige Bromierung in itherischer Liésung 
nachweisen. 

Das Sterin der Nahrung hatte den Schmelzp. 130,5°. Das 
Sterin des Kotes hatte Schmelzp. 127°. Durch Umkrystalli- 
sieren konnte der Schmelzpunkt des Kotsterines nicht in die 
Hohe getrieben werden. Mischschmelzpunkt beider Ste- 
rine 128°. 

Zur Entfernung der Spuren Cholesterins wird das Kot- 
sterin in Ather gelést und bis zur gerade beginnenden Rotung 
bromiert. Die Lésung triibt sich in der Eiskiltemischung 
kaum. Unter dem Mikroskop kleine spitze Nadeln. Nach 
dem Filtrieren wird eingedampft und der Riickstand mit 
methylalkoholischer Salzsiure und Zink debromiert. Nach 
dem Abdestillieren des Alkohols bis auf einen kleinen Rest 
und EingieBen in Wasser fallt das Sterin wieder aus. Es 
wird aus Alkohol zweimal umkrystallisiert. Schmelzp. 128,5°. 
Mischschmelzpunkt mit dem Sterin aus der Nahrung 130°. 
Danach scheint die Identitit sicher zu sein. Die Depression 
des Schmelzpunktes vom Kotsterin beruht zweifellos auf einer 
Spur Verunreinigung durch Cholesterin, das auch durch die 
Bromierung nicht entfernt werden konnte. Cholesterindibromid 
ist bei Anwesenheit gréBerer Mengen Sitosterins leichter 
léslich. 

Als Derivate wurden die Acetate und die Benzoate her- 


gestellt. 
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Acetat: (nach B6hmer) 1 g Digitoninverbindung wurde mit 4 cem 
Essigsiureanhydrid im Reagenzglas mit Kiihlrohr 10 Minuten gekocht. Die 
klare, kaum gefirbte Fliissigkeit wird mit 16 cem 50°/,igen Alkohol versetzt 
und das ausgeschiedene Acetat nach 15 Minuten abfiltriert. Umkry- 
stallisieren aus Alkohol. Ausbeute 180 mg Acetat aus Kotsterin und 
170 mg Acetat aus Nahrungssterin. 

Nach dreimaligem Umkrystallisieren waren die Schmelzpunkte: 


Acetat von Kotsterin. . . .. . . 126° 
Acetat aus Nahrungssterin. . . . . 125° 
Mischschmelzpunkt. . .... . . 125° 


Die Benzoate wurden aus den freien Sterinen mit Benzoyl- 
chlorid in Pyridin nach der Vorschrift von Dorré und Gardner’) 
hergestellt. 

Die Schmelzpunkte waren: 


Benzoat aus Kotsterin . . . . . . 158° 
Benzoat aus Nahrungssterin . . . . 156° 
Mischschmelzpunkt. . . . . . . . 157° 


Demnach ist an einer Identitit der beiden Sterine nicht 
zu zweifeln. Dem Sterin des Kotes war noch eine kleine 
Spur von Cholesterin beigemengt, dessen Anwesenheit wir 
schon vorher vermutet haben, da ja die abgestoBenen Darm- 
epithelien und die Verdauungssifte kleine Mengen von Cho- 
lesterin enthalten. Die kleinen Mengen die im ‘oberen Darm- 
abschnitt sich dem Kote beimengen, diirften nach unseren 
Versuchen iiber die leichte Resorbierbarkeit des Cholesterins 
wieder aus dem Darm verschwinden. Diese Mengen sind 
sicher nicht groB. Das Kaninchen scheint mit der Ausschei- 
dung seines Kérpercholesterins in den Verdauungssiften sehr 
sparsam zu sein. In der Blasengalle laBt sich selbst mit 
colorimetrischer Methode kaum Cholesterin nachweisen. Die 
Galle enthielt in sechs Untersuchungen weniger als 20 mg Proz. 

Wir kénnen also die von Dorré und Gardner am 
Pferde erhobenen Befunde auch fiir das Kaninchen bestitigen. 
Das Sterin des Kotes ist mit dem Sterin der Nahrung iden- 
tisch. Es ist also weder resorbiert, noch im Darmkanal 
verindert worden. 


1) Proc. roy. soc. London Bd, 80 B., S. 227 (1908). 
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Uber Derivate der 1-Aminoglucose. 


Von 


Perey Brigl und Helmut Keppler. 


(Aus der Landesversuchsanstalt fir landwirtschaftliche Chemie an der Landwirtschaftltchen 
Hochschule Hohenheim.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. September 1928.) 


Seitdem Lobry de Bruyn?) festgestellt hat, daB Glucose 
und Ammoniak in molekularen Mengen zusammentreten 
kénnen zu dem nach Fischers*) Vorschlag vielfach Glucosimin 
genannten Korper, ist diese Substanz haufig Gegenstand von 
Untersuchungen gewesen. Besonders aus Arbeiten von Levene?) 
und Schmuck®) wissen wir mit ziemlicher Sicherheit, daf 
wir es mit einer 1-Aminoglucose der Formel I zu tun haben. 
Ling und Nanyi®) sind allerdings der Ansicht, daB der zu- 
niichst aus dem Reaktionsgemisch ausfallende Stoff nur ein Addi- 
tionsprodukt ist, also eine Aldehyd-Ammoniakverbindung, die 
erst beim Umkrystallisieren unter Wasserabspaltung in die 
eigentliche Aminoglucose iibergeht. Die Griinde hierfiir wirken 
nicht sehr tiberzeugend, man kann sehr wohl in dem Primivr- 
produkt eime, zwar noch nicht ganz reine, krystallwasser- 
haltige Aminoglucose sehen. Auf diesen Punkt braucht hier 
nicht niher eingegangen werden, da die zu beschreibenden 
Derivate sich auch aus der wasserfreien Form erhalten lassen, 
also auch unter Zugrundelegung der Auffassung von Ling 
und Nanyi Abkémmlinge der 1-Aminoglucose sind. Derivate 


1) V. Mitteilung: Diese Zs. Bd. 160, S. 214 (1926). 

*) Lobry de Bruyn, Rec. Bd. 12, 8. 286 und Bd. 14, 8. 98 (1893). 
*) E. Fischer u. Leuchs, Chem. Ber. Bd. 35, 8S. 3790 (1902). 

') Levene, Jl. of Biol. Chem. Bd. 24, 8.59 (1916). 

°) A. Schmuck, Chem. Ber. Bd. 56. S. 1817 (1923). 

°) Ling und Nanyi, Journ. Chem. Soc. Bd. 121, II, S. 1682 (1923). 




















stoffen 1 und 5 ist willkiirlich als die wahrscheinlichste angenommen. 
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dieser Substanz sind bisher auBerordentlich wenige bekannt; in 
den durchgefiihrten Arbeiten ist meistens nur die Aminoglucose 
selbst untersucht worden, zuniichst durch Sjollema!), der 
fand, daB beim langeren Erhitzen in Losungsmitteln wie Methyl- 
alkohol das primiire Amin in das sekundiire Amin iibergeht 
unter Abspaltung von 1 Molekiil Ammoniak. 

2C,H,,0,- NH, = (C,H,,U,),NH + NH, . 

Sjollema hat sich mit der Konstitution dieses Pro- 
duktes nicht naiher befaBbt; auf Grund der in vorliegender 
Arbeit beschriebenen Reaktionen darf es als ein Di-[1-Glucosy]] 
amin der Formel II angesprochen werden. 


I?) CH,OH—CH—CHOH—CHOH—CHOH—CHNH, 
Cee —_——_ OQ) ——$_$_$__—_—___—_ 


ee ee 


IL’) CH,OH —-CH—CHOH—CHOH—CHOH—CH. 
NH. 


CH,OH—CH—CHOH—CHOH—CHOH—CH” 
| 
ae 





Dafiir spricht die Tatsache, daB es sich durch schwache 
Siuren vollstindig in Glucose und Ammoniak spalten liBt. 
Hiernach muB die Verkniipfung mit dem Stickstoff bei beiden 
Glucoseresten in der 1-Stellung erfolgt sein, wie es nach 
der Entstehung aus der 1-Aminoglucose ja auch das Nichst- 
liegende ist. Wire an einem der Glucosereste das Stick- 
stoffatom mit einem der Kohlenstoffatome 2—6 verkniipft. 
so muBte bei einer milden Hydrolyse dieses stickstoffhaltigen 
Disaccharids nicht Ammoniak auftreten, sondern neben Glucose 
eine Aminoglucose, die alle — soweit bisher bekannt — gegen 
verdiinnte Siéuren bestindig zu sein pflegen mit Ausnahme 


eben der 1-Aminoglucose. Fur die angenommene Formel 


sprechen vor allen Dingen auch die weiteren Beobachtungen 
an den acylierten Derivaten, die in dieser Arbeit naiher unter- 
sucht wurden. 


1) Sjollema, Rec. Bd. 18, 8. 292 (1899). 
2) Die Lage des sauerstoffhaltigen Ringes zwischen den Kohlen- 
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Es lassen sich — der Kiirze halber soll das Diglucosylamin 
im folgenden als N-Disaccharid bezeichnet werden — nimlich 
sowohl die Aminoglucose wie das N-Disaccharid unter  ge- 
eigneten Bedingungen recht glatt acetylieren. Die 1-Amino- 
glucose gibt, mit Pyridin-Essigsiureanhydrid unter Kihlung 
mit Eis acetyliert, ein schén krystallisiertes Pentacetat. Bei 
vorsichtigem Verseifen mit methylalkoholischem Ammoniak 
lassen sich vier der Acetylgruppen ablésen und man erhilt, 
gleichfalls in krystallisierter Form, ein Monoacetat. Man darf 
wohl ohne weiteres annehmen, da dieses eine fester haftende 
Acetyl am Stickstoff sitzt und da somit den beiden Acetyl- 
derivaten die Formeln III und IV zuzuteilen sind (wobei die 


Acetylgruppe mit Ac. abgekiirzt ist). 


Ss lo 
Ill CH,—CH--CH—CH—CH—CH—NH—Ae 
| | | | 
OAc OAc OAc OAc 


Ser ppaianiaeiaeiei MIN sixectipoveteineciianty 

IV CH,OH—CH—CHOH—CHOH—CHOH—CH—NH—Ac. 

Die Formeln dieser Acetylverbindungen sind durch Analyse 
und Acetylbestimmungen an einheitlich krystallsiertem Material 
sichergestellt. In einem gewissen Gegensatz hierzu scheimen 
Befunde von Sehmuck!) zu stehen, der dureh Benzoylierung 
von 1-Amimoglucose nach Schotten-Baumann ein Hepta- 
benzoat erhalten haben will. Eine Nachpriifung ergab, dab 
die nach Sehmuek erhaltliche Substanz nicht einheitlich ist, 
da sich aber darats eine kristallisierte Fraktion [@]= + 16,7; 
Schmelp. 180—182° (nach Schmuck Schmelzp. 91°) erhalten 
laBt, die sicher kein Heptabenzoat ist. Es ist bei der Un- 
bestiindigkeit der Aminoglucose auch leicht verstindlich, dah 
ein Behandeln mit starker Lange und Benzoylchlorid zu einem 
Gemisch versechiedener Substanzen fiihrt. 

Kine wesentlich gréBere Zahl von Derivaten als von der 
Aminoglucose selbst wurde von dem N-Disaccharid dargestellt. 
Besonders leicht laBt sich hier ein Octacetat erhalten, spiter 
als a-Acetat bezeichnet, das sich durch seine groBe, Krystalli- 


1) Schmuck, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1818 (1923). 
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sationstendenz und Schwerldslichkeit auszeichnet. Es besitzt 
in seinen physikalischen Konstanten eine geradezu erstaunliche 
Ahnlichkeit mit dem Zellobiose-Octacetat. Man erhilt dieses 
Acetat am einfachsten so, da man die 1-Aminoglucose in 
Pyridinlosung erhitzt, wobe: Ammoniak entwickelt wird und 
der Ubergang in das N-Disaccharid erfolgt. Ohne diesen Stoff 
zu isolieren, acetyliert man durch vorsichtigen Zusatz von 
Essigsdureanhydrid bei Zimmertemperatur. Man kann aber 
auch, und dieses Verfahren ist sparsamer, die 1-Aminoglucose 
mit Glucose in molekularen Mengen in Pyridinlésung erhitzen, 
wodurch die beiden Komponenten unter Wasserabspaltung zu 
Diglucosylamin zusammentreten, und wieder direkt acetylieren. 
Als Nebenprodukt bildet dasselbe Acetat sich auch bei gewissen 
Umsetzungen des Pentacetats der 1-Aminoglucose. 

Verseift man das Octacetat des N-Disaecharids vorsichtig 
mit methylalkoholischem Ammoniak, so erhilt man ein acetyl- 
freies, stickstoffhaltiges Disaccharid in krystallisierter Form, 
das mit dem Produkt von Sjollema nicht identisch ist. Da 
das neue N-Disaccharid starke Rechtsdrehung, das Produkt 
von Sjollema aber deutliche Linksdrehung zeigt, so wurde 
der neue Korper als «-Form des Diglucosylamins angesprochen, 
das Produkt von Sjollema als #-Form, entsprechend ihren 
sauerstoffhaltigen Isologen, der Trehalose und der Isotrehalose. 
Zu dieser Auffassung als Stereoisomere pabt gut, daB in wiBriger 
Lésung ein Ubergang der beiden Formen ineinander zu beob- 
achten ist, unter Einstellung eines Gleichgewichts, so weit man 
dies aus der optischen Drehung schlieBen kann; die Deutung 
des optischen Befundes ist dadurch erschwert, da eine all- 
mihliche Zersetzung unter Ammoniakabspaltung sich bemerkbar 
macht. Jede der beiden Formen lift sich in ein entsprechendes 
Oktacetat verwandeln, das nun wesentlich bestiindiger geworden 
ist; das o«-Acetat dreht stark nach rechts, das /-Acetat nur 
ganz schwach. Auch die Acetate (Formel V) lassen sich, wenn 
auch schwieriger als die freien Zucker, ineinander umwandeln, 
und zwar ist die Bildung des «-Acetats begiinstigt. 

sitnisancidinbteande ctl — , 
V [CH,O Ac—CH—CHOAc—CHOAc—CHOAc—CH],NH 
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In den beiden Octacetaten ist, im Gegensatz zum Pent- 
acetat der 1-Aminoglucose, an den Stickstoff kein Acetyl 
getreten; offenbar ist durch die beiden acetylierten Glucose- 
reste der Stickstoff schon so weitgehend mit sauren Radikalen 
beladen, daB die Neigung zur Aufnahme eines weiteren Acetyls 
herabgemindert wird. Acetyliert man jedoch unter schirferen 
Bedingungen, mit Chlorzink-Essigsiiureanhydrid, so gelingt es, 
ein Nonoacetat (Formel VI) zu bekommen und zwar aus beiden 
Octacetaten das gleiche. Daf in den Octacetaten der Wasser- 
stoff am Stickstoff noch unbesetzt ist, laBt sich dadurch _be- 
weisen, daS Einwirkung von salpetriger Siéiure zu zwei ver- 
schiedenen Nitrosaminen fiihrt (Hormel VII), wiihrend das Non- 
acetat gegen salpetrige Saiure bestindig ist. 

RET AE , |S 


VI [CH,OAc—CH—CHOAc—CHOAc—CHOAc— CH}, > NAc 
Se Ee, | Se Ne ) 
VII {CH,OAec—CH—CHOAc—CHOAc—CHOAc—CH], > N—NO. 





Beide Formen des Nitrosamins, die sich in Schmelzpunkt, 
Léslichkeit und vor allen Dingen im optischen Verhalten 
unterscheiden, kénnen aus dem gleichen Acetat entstehen: 
Behandelt man die «-Form des Octacetats mit einer Lésung 
von Stickstofftrioxyd in Ather, so erhilt man das «-Nitrosamin, 
behandelt man dagegen in Kisessiglésung mit Natriumnitrit, so 
erhilt man hauptsichlich die /-Form des Nitrosamins. Es 
erfolgt also hier unter sehr milden Bedingungen bei einem 
acetylierten Zucker eine optische Umwandlung. Ks _ ist 
naheliegend, dieses Material fiir eine Theorie der Multiro- 
tation zu verwerten; es wird dies jedoch einer spiateren Ab- 
handlung vorbehalten und hier nur das Tatsachenmateria! 
festgehalten. 

Diese Nitrosamine sind noch weiterer Umsetzung fihig. 
Zuniichst beweist die Moéglichkeit, durch Alkali (z. B. durch 
methylalkoholisches Ammoniak) simtliche Acetylgruppen ohne 
Ablosung der Nitrosogruppe zu verseifen, daB hier nicht Sal- 
petrigsiureester vorliegen, sondern echte Nitrosamine, in denen 


die Nitrosogruppe am Stickstoff sitzt. 
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Zwar gelang es nicht, das acetylfreie Nitrosamin als solches 
zu isolieren, aber durch seine Benzoylierung nach Schotten- 
Baumann gelingt es unschwer, das krystallisierte Octo- 
benzoat des Nitrosamins zu erhalten; acetyliert man, so wird 
das Nitrosamin-Octoacetat zuriickgebildet. Bei diesen Reak- 
tionsfolgen war das Nitrosamin von recht groBer Bestiindigkeit, 
die sich auch darin zeigt, daB es bei kiirzerem Kochen mit 
Fehlingscher Lésung diese nicht reduziert, im Gegensatz zum 
Diglucosylamin, das hierbei unter Ammoniakentwicklung und 
deutlicher Reduktion zerfallt. 


Diese Bestandigkeit des Nitrosamins ist nicht ohne Interesse im Hin- 
blick auf das Chitin und sein Abbauprodukt, das Chitosan. In diesem 
Glucosaminderivat darf man nach Karrer') ein Produkt sehen, in dem 
die Verkniipfung der Molekiile des Aminozuckers in der Weise erfolgt, 
daB die Aldehydgruppe des einen Glucosaminrestes mit der Aminogruppe 
eines zweiten reagiert hat. Karrer schlieBt dieses aus dem Ergebnis 
einer Zinkstaubdestillation. Danach sollte die Ahnlichkeit zwischen dem 
Chitosan und dem Diglucosylamin eine recht weitgehende sein. Tat- 
sachlich ist jedoch das Chitosan gegen salpetrige Saure viel unbestandiger; 
es wird ja bekanntlich durch dieses Reagens unter Stickstoffverlust in 
ein Monosaccharid verwandelt, die Chitose. Von diesem Gesichtspunkt 
aus soll das Verhalten des Chitosans gegen salpetrige Saéure vor allem 
auch in nicht waBrigen Loésungen einer erneuten Priifung unterzogen 
werden. 


Die Bestindigkeit des Nitrosamins vom Diglucosylamin 
ist indessen nur eine relative. Beim lingeren Stehen seines 
Acetats in Alkohol wird salpetrige Saiure abgespalten und 
man erhilt das Octacetat des Diglucosylamins. Erhitzt man 
das Nitrosaminacetat mit Essigsiureanhydrid bei Gegenwart 
von Chlorzink oder Eisenchlorid, so wird der gesamte Stick- 
stoff als elementarer Stickstoff abgespalten und man_ erhalt 
das Pentacetat der Glucose: 








a a Ac 


| oe O | 
= 2CH,OAc—CH—CHOAc—CHOAc—CHOAc—CHOAc + N,. 





1) Karrer u. Smirnoff, Helv. Chim. Acta Bd. 5, S. 848 (1922). 
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Diese Reaktion wurde aufgefunden bei Versuchen, von dem stick- 
stoffhaltigen Disaccharid zu einem regelrechten Disaccharid vom Typus 
der Trehalose zu kommen, bei der die Verkniipfung der Zuckerreste in 
1-Stellung durch Sauerstoff erfolet. Beim Nitrosamin schien die Aus- 
sicht fiir eine solche Umwandlung noch am gréften, weil ahnliche Beob- 
achtungen in der Literatur schon vorliegen. Zwar die Nitrosamine der 
Dialkylamine sind sehr bestandige Substanzen, aber die Nitrosamine von 
acylierten primaren Aminen sind wesentlich unbestaindiger: Das N-Nitroso- 
N-acetyl-propylamin zerfallt von 100° ab in Essigsiure, Propylen und 
Propylacetat, also wenigstens teilweise unter Bildung eines O-Esters. 
Das Nitroso-benzoyl-benzylamin ist nach den Beobachtungen von Pech- 
mann!) zwar darstellbar, aber so unbestandig, daB es schon bei Zimmer- 
temperatur unter Stickstoffabscheidung in Benzylbenzoat iibergeht. 

Es macht also den Eindruck, als ob Beladung mit negativen Resten 
die Nitrosamine befahigt, Stickstoff abzugeben unter Verkniipfung der 
beiden bisher vom Stickstoff zusammengehaitenen Reste durch Sauerstoff. 
Alle Versuche, eine analoge Reaktion durch geeignete Katalysatoren oder 
durch Belichtung auch beim Nitrosamin des Diglucosylaminacetats zu er- 
zielen, sind ergebnislos verlaufen. 

Nur wenn man durch Zusatz von Essigsiureanhydrid 
den beiden Zuckerresten Gelegenheit gibt, in das Pentacetat 
der Glucose tberzugehen, kommt es zu der erwarteten Stick- 
stoffabspaltung. Die gleiche Umwandlung la8t sich mit Hilfe 
von Essigsiiureanhydrid-Chlorzink auch beim Octobenzoat des 
Nitrosamins erzielen, und man kommt so zu einer schon 
krystallisierenden 1-Acetyl-tetrabenzoylglucose. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt in den beiden schon 
angegebenen Richtungen des Vergleichs des Chitosans mit den 
hier beschriebenen synthetischen Produkten und der niheren 
Untersuchung dieser letzteren auf GesetzmaBigkeiten in ihrem 
optischen Verhalten. 


=perimenteller Teil. 


Die zu den folgenden Umsetzungen benutzte 1-Amino- 
glucose wurde dargestellt nach den Angaben von Ling und 
Nanyi®); das Rohprodukt wurde iiber Atznatron getrocknet, 


1) v. Pechmann, Chem. Ber. Bd. 31, 8S. 2644 (1899). 
*) Journ. Chem. Soc. London Bd. 121, I, 8. 1682 (1922). 
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zur Befreiung von anhaftendem Ammoniak einige Zeit iiber 
Schwefelsiiure gebracht und dann in luftdicht schlieBender 
Pulverfiasche aufbewahrt. 


Acetylierung der 1-Aminoglucose. 

12 g fein gepulverte Aminoglucose wurden in einer Stépsel- 
flasche tibergossen mit einem eiskalten Gemisch von 125 cem 
frisch destilhertem Pyridin und 45 ccm Essigsiiureanhydrid. 
3e1 dauernder Kiihlung mit Eiswasser war unter hiiufigem 
Umschitteln der Zucker nach etwa 8 Stunden in Lésung ge- 
gangen; diese blieb etwa 48 Stunden im Kisschrank stehen. 


Mit Wasser lieB sich aus dem Acetylierungsgemisch — auch nach 
Beseitigung der Essigsiure durch Soda — kein Acetat ausfillen. Erst 


nach langerem Stehen schieden sich aus der verdiinnten Pyridinlésung 
glasklare Krystalle des Pentacetates ab. 

Zur Aufarbeitung wurde deshalb das Acetylierungsgemisch 
mit dem gleichen Volumen Chloroform versetzt und diese 
Losung mehrmals mit Wasser und Sodalésung ausgeschiittelt. 
Nach dem Verdunsten des Chloroforms bei 80—.40° blieb ein 
dicker, nach Pyridin riechender Sirup zuriick, der im Vakuum- 
exsiccator iiber Schwefelsiure in einigen Tagen zu einer harten 
Krystallmasse erstarrte. Diese zeigte eine spezifische Drehung 
von + 18%, Die Gesamtausbeute an Acetylierungsprodukten 
betrug 22 g. 

Trennung des Acetatgemisches. 


20 g¢ Rohprodukt wurden in 80cem Chloroform unter 
leichtem Erwirmen gelést und die filtrierte Losung mit dem 
doppelten Volumen Ligroin versetzt. Nach 24stiindigem Stehen 
wurde abfiltriert: 16,4 9 eimes in derben Prismen einheitlich 
krystallisierten Produktes, das von 157° an sintert und bei 
159 





160° unter geringer Gasentwicklung schmilzt. 
Opt. Verhalten: 0,€065 g Substanz in Chloroform.') 


2 = -+ 0,7849, [x] —-+ 16,2°. 


1) Die Substanz wurde gewohnlich im MeBkolben von 25 ccm in dem 
betreffenden Lésungsmittel gelést; die Beobachtung der Drehung erfolgte 
im 2dm-Rohr. Nur bei Abweichung von dieser Arbeitsweise erfolgen 
besondere Angaben tiber das Lisungsvolumen und die Rohrlinge. 
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0,1297 g Substanz gaben 0,2345 g CO,, 0,0698 g H,O. 
6,398 mg m » 0,223 ccm N, trocken bei 24° und 734 mm. 


CieHo30,N Ber. 49,339, C 5,96, H 360%) N 
Gef. 49,33 6,02 3,78 


Die Mutterlauge vom Pentacetat gab nach dem vélligen 
Eindunsten einen Riickstand, der aus nicht zu wenig warmem 
Alkohol in feinen weiBen Nadeln auskrystallisierte. Nach dem 
Umfillen aus Chloroform-Methylalkohol schmolz das Produkt 
bei 214—215°; seine spezifische Drehung betrug -+ 80,8°. 
Ausbeute: 0,83 g. Wie aus dem unverinderten Mischschmelz- 
punkt hervorgeht, ist dieses Produkt identisch mit «-Di- 
glucosylamin-Octacetat. 


Der Verdunstungsriickstand der alkoholischen Mutterlauge bestand 
aus [}-Pentacetylglucose und etwas x-Diglucosylaminacetat. 


Das 1-Aminoglucose-pentacetat (Formel III). 


Schmelzp. 159—160°; spezif. Drehung + 16°. 

Es reduziert Fehlingsche Losung nur schwierig. In saurer 
Lésung tritt eine konstant bleibende kleine Drehungsernie- 
drigung ein. 


1,0397 g Substanz in Chloroform zu 25 ccm gelést und der Lésung 
2,00 ccm Eisessig zugesetzt: 


6 Min. nach Zugabe der Saéure « = + 1,014, [a] = + 13,2°. 
Diese Drehung anderte sich innerhalb 8 Stunden nicht. 


Beim Behandeln des Pentacetates mit salpetriger Séure in 
Hisessiglésung (Natriumnitrit zur Eisessiglésung des Acetates) 
trat keine Verinderung ein: Es konnte wieder reines 1-Amino- 
glucose-Pentacetat isoliert werden. 

3eim Erhitzen des Pentacetates mit einer Lésung von 
wasserfreiem Chjorzink in KEssigsiiureanhydrid geht es zum 
groBen Teil iiber in das Nonacetat des N-Disaccharids (1,2 g 
aus 2,5¢@ Pentacetat). Die Identifizierung des Nonacetates 
geschah durch Mischschmelzpunkt, Bestimmung der spezif. 
Drehung und des Stickstoffgehaltes. 
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1-Aminoglucose-monacetat (Formel IV). 


5 g fein gepulvertes Pentacetat wurden geliést in 60 cem 
einer beietwa 10° gesiittigten L6sung von trockenem Ammoniak- 
gas in absolutem Methylalkohol?); diese Losung blieb 8 Stunden 
bei Zimmertemperatur stehen. Beim Versetzen mit 800 cem 
absolutem Ather entstand eine weiBe Triibung und nach einiger 
Zeit schieden sich Krystalle ab in Form dinner, linglicher 
Blattchen. Nach 24stiindigem Stehen wurde abfiltriert, der 
Filterriickstand (2,65 g) in 20 com Wasser von 40° gelést und 
diese Loésung mit 75 cem Aceton versetzt. Nach kurzer Zeit 
erfolgte eine krystalline Abscheidung, die sich auf weiteren 
Acetonzusatz noch vermebhrte. 

Das neve Produkt briunte sich beim Erhitzen von etwa 
230° an, bei 257° trat starke Gasentwicklung und Verkohlung ein. 

Opt. Verhalten: 0,6220 g Substanz in Wasser. 


11 Min. nach dem Lésen « = — 1,093°, [a] — 22.0°. 
2Stdn._,, - " — 1,127°, — 22,79, 
5 Stdn. ,, - = — 1,144°, — 23,0°. 


Von da an blieb die Drehung konstant. 
0,1473 g Substanz gaben 0,2348 g CO,, 0,0882 g H,0. 


8,311 mg ™ -»» 0,486 ccm N,, trocken bei 20° und 726 mm. 
C,H,;0,.N Ber. 43,44°/, C 6,79°9/, H 6,34°/, N 
Gef. 43,47 6,70 6,51 


«-Diglucosylamin-octacetat («-Acetat, Formel V). 


10 g fein gepulverte 1-Aminoglucose wurden mit einer 
Lésung von 10g wasserfreier Glucose in 100 ccm reinem 
Pyridin unter 6fterem Umschiitteln 5—6 Stunden lang in 
einem Wasserbad auf 75—80° erhitzt; dabei ging die Amino- 
glucose allmihlich in Lésung. Die abgekiihlte Lésung wurde dann 
— unter mehrmaligem Kiihlen — nach und nach mit 75 ccm 
Essigsiureanhydrid versetzt; das Gemisch blieb unter Feuch- 
tigkeitsausschlu8 48 Stunden bei Zimmertemperatur stehen, 
wobei allmahlich weiBe Nadeln von «-Acetat ausfielen. Diese 
Fallung lieB sich betrachtlich vermehren durch langsamen 





1) Im folgenden CH,OH—NH3. 
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leuchtigkeitszutritt, indem die Fiallung samt Mutterlauge zum 
SchluB in einer offenen Schale stehen blieb. 

Das ausgefallene Acetat wurde scharf abgcsaugt und der 
Vilterriickstand mit 85 volumenprozentigem Methylalkohol web 
vewaschen. Aus der Mutterlauge und der davon getrennt auf- 
bewahrten Waschflissigkeit konnte nach eimiger Zeit eine neue 
Krystallisation erhalten werden. Ausbeute: etwa 17 g. 

Das ziemlich reine Rohprodukt lieB sich umkrystallisieren 
durch Lésen in kaltem Chloroform (1 g in 5 cem) und Versetzen 
der Lésung mit dem dreifachen Volumen absoluten Methyl- 
alkohols. In wenigen Augenblicken bildete sich ein dicker 
Brei feiner weiBer Nadeln. Diese sinterten von etwa 205° an 
und schmolzen unter schwacher Gasentwicklung bei 213—214°. 


Opt. Verhalten: 0,3175 g Substanz in Chloroform. 


a = + 2,159, fa] =+ 85,0°. 
0,1203 g Substanz gaben 0,2180 g CO,, 0,0648 g H,O. 
44,562 mg mn verbr. nach Kjeldahl 4,600 cem n/70-Saure. 
0,3989 ¢ ; nach Freudenberg-Harder}?) 24,63 ccm 


n/5-Lauge. 
CygH 90) .N Ber. 49,61°/, C  5,80°/, H 2,07°9/, N  50,83°/, Acetyl 
Gef. 49,43 6,03 2,06 53,12 4) 
Aus der Pyridin-Essigsiureanhydrid-Mutterlauge konnte //-Pentacetyl- 
glucose isoliert werden. 


Trotz mehrmaligen Umfillens hilt das «-Acetat hartnackig 
eine niedriger drehende Verunreinigung fest; diese konnte erst 


1) Die obige Acetylbestimmung [Liebigs Ann. der Chem., Bd. 433, 
S. 230 (1923)] gab brauchbare Werte beim §-Acetat und Nonacetat, nicht 
dagegen beim a-Acetat. Der Grund fiir das Versagen diirfte u. E. von 
der Schwerléslichkeit des «-Acetates in absolutem Alkohol herriihren. Es 
bilden sich nimlich im Zersetzungskolben zwei fliissige Phasen, von denen 
die untere hauptsachlich aus Toluolsulfosiure besteht. In dieser Schicht 
bleibt die Hauptmenge des Acetates; unter Einwirkung der Saure tritt nun 
als unerwiinschte Nebenreaktion Hydrolyse des Diglucosylamins und gleich- 
zeitig Zerst6érung des Zuckeranteils ein unter Bildung fliichtiger saurer 
Bestandteile. Daher riihrt die bei der Bestimmung des «-Acetates be- 
sonders starke Dunkelfarbung des Kolbeninhaltes. Bei einem Versuch, in 
dem an Stelle eines Acetates Diglucosylamin zugegeben wurde,  zeigte 
das Destillat einen erheblichen Verbrauch an Lauge, wahrend mit Glucose 
an Stelle eines Acetates kein laugebindendes Destillat erhalten wurde. 
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durch Extrahieren mit absolutem Ather oder durch Schitteln 
mit wenig absolutem Alkohol entfernt werden. Das so gereinigte 
Produkt zeigte eine spezifische Drehung von -+- 87,08; sein 
Schmelzpunkt war auf 216—217° gestiegen. 

Das a-Acetat ist unldslich in Wasser, Ather, Petrolither 
und Ligroin, schwer léslich in Alkohol, leichter in Aceton, 
Kisessig und Benzol; leicht lést es sich in Chloroform, Fehling- 
sche Lésung wird von ihm nach 3 Minuten langem Kochen 
giemlich stark reduziert.?) 

Das gleiche Acetat wurde erhalten beim Acetylieren von 
f-Diglucosylamin mit Pyridin-Kssigsiiureanhydrid, wenn das 
Acetylierungsgemisch in der oben angegebenen Weise auf- 
vearbeitet wurde. 


«-Diglucosylamin (¢-Amin Formel IJ). 


2 g¢ a-Acetat wurden mit 50 cem CH,OH—NH, bei Zimmer- 
temperatur durch 3—4stiindiges Schiitteln auf der Maschine 
verselft; beim EingieBen der Lésung in 100 cem absoluten 
Ather schied sich sofort eine amorphe weiBe Fillung ab, die 
sich beim Schiitteln zusammenballte und nun leicht auf einem 
mit Glaswolle lose verstopften ‘'richter gesammelt werden 
konnte. Der in feuchtem Zustande zum ZerflieBen neigende 
Filterriickstand wurde iiber Schwefelsaiure getrocknet und ergab 
so em weiBes, lockeres, nur schwach hygroskopisches Pulver, 
dessen spezifische Drehung in Wasser bei den verschiedenen 
Darstellungen stark schwankte. 

Ein reineres Rohprodukt ergab sich durch mdglichst 
rasches Einengen der beim Verseifen erhaltenen Losung iiber 
Schwefelsture. Es setzten sich allmahlich weibe, kleine Krystall- 
drusen ab, die nach dem AbgieBen der nahezu eingedunsteten 
Mutterlauge im Exsiccator getrocknet und dann fein pul- 
verisiert wurden; durch Aufschlimmen in absolutem Methyl- 





1) Das a-Acetat wurde zu der mit einigen Tropfen Alkohol versetzten 
Kehlingschen Lésung gegeben und diese iiber freier Flamme unter zeit- 
weiligem Ersatz des verdampften Alkohols vorsichtig so lange erhitzt, 
bis das Acetat in Lésung gegangen war; diese Lésung blieb dann noch 
3 Minuten lang in einem kochenden Wasserbad. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CLXXX. 
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alkohol wurde das pulverformige Produkt mehrmals gewaschen. 
Das so erhaltene Rohmaterial sinterte unter allmihlecher 
Dunkelfarbung von 157° an; bei 164—165° trat unter starker 
Gasentwicklung Zersetzung ein. Ausbeute: aus 102 Acetat, 
3,9 g. 

Opt. Verhalten: 0,3651 g Substanz in Wasser. 

9 Min. nach dem Lésen « |- 2,485°, [a] = -+ 85,1°. Die Drehung 


nahm langsam ab. 
N-Gehalt: 0,2754 g verbr. nach Kjeldahl; 8,91 ccm n/10-Saure. 


C.2H.,0,,N Ber. 4,11°/, N Gef. 4,53°/, N 

Die frisch bereitete waBrige Lésung reagierte gegen Methylrot alkalisch 
und gab mit Nesslerreagens eine schwache gelbbraune Farbung. 

Zuin Umkrystallisieren wurde das zweifelsohne ziemlich 
unreine Produkt fein pulverisiert in der gleichen Gewichts- 
menge Wasser ohne Erwirmen durch Schiitteln gelost und die 
wibrige Lésung mit dem dreifachen Volumen Methylalkohol 
verdiinnt, wobei eime zuerst entstehende weibliche Trabung 
bald wieder verschwand. Nach dem Filtrieren konnte in der 
mit Aceton bis zur bleibenden Tribung versetzten Loésung 
durch Reiben mit dem Glasstab die Krystallisation ecingeleitct 
werden: Es fiel ein weiBes Krystallmehl aus oder bei ruhigen: 
Stehen kurze, meist zu drusenartigen Bischeln vereinigte 
Nadeln. Aus 1 g Rohprodukt wurden so etwa 0,8 ¢ krystalh- 
siertes Material gewonnen. 

Das reme a-Amin hat einen Zersetzungspunkt von 167° 
bis 168°; seine frisch dargestellte waBnge Losung gibt mit 
Nesslerreagens keine Fiillung oder Fiarbung. Seime _ spezifische 
Drehung war unveriindert geblieben. 

0,1206 g Substanz gaben 0,1855 g CO,, 0,0758 g H,O. 

0,6224 g i verbr. nach Kjeldahl! 18,13 cem n/10-Saure. 

CyeH,,0, N Ber. 42,23/,C 6,759, H 4,11, N 
Gef. 41,95 7,03 4,08 


Reacetylierung des «-Amins. 
2¢ fein pulverisiertes Material wurden mit Pyridin—Essigsaure- 
anhydrid bei Zimmertemperatur bis zur volligen Lésung des Zuckers auf 
der Maschine geschiittelt. Beim AusgieBen auf ein Gemisch von Eis- 
wasser und Natriumbicarbonat fiel allmahlich ein gallertartiger Nieder- 
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schlag aus, der nach dem Filtrieren auf einem Tonteller an der Luft und 
dann iber Schwefelsiure getrocknet wurde. Durch Auslaugen mit Chloro- 
form und Verdunsten des Lésungsmittels wurden 2,15 g cines reinweiBen 
Acetates erhalten, das von 150° an sinterte, bei 189° zu einer zihen, 
| triben Fliissigkeit schmolz, die erst bei 208° klar wurde. 
Opt. Verhalten: 0,3424 g Substanz in Chloroform. 


a =-+ 1,632°, [a] = + 59,6°. 
| 75,670 mg Substanz verbr. nach Kjeldahl! 7,651 ccm n/70-Saure. 
CygH390,,N Ber. 2,06°/, N Gef. 2,029, N 


Beim Umkrystallisieren aus heiBem Alkohol ergab sich reines 
a-Acetat vom Schmelzp. 211—212°, das durch Mischschmelzpunkt identi- 
fiziert wurde. 
6-Diglucosylamin (f-Amin, Formel II). 
Die Darstellung dieses Zuckers geschah nach dem = von 
b. Sjollema (a.a.0O.) angegebenen Verfahren; da sich in 
dieser Vorschnift keine Angaben wher Mengenverhiltnisse vor- 
finden, so soll die von uns eingehaltene Arbeitsweise kurz 
' veschildert werden. 
20 ¢ Aminoglucose wurden in einem ?/,-Liter-Kochkolben 
im Wasserbad mit 200 ccm absolutem Methylalkohol am 
tickfluBkiihler gekocht, bis die Aminoglucose in Loésung ge- 
vangen war (nach etwa 8 Stunden); dabei bildete sich freies 
Ammoniak in ziemlicher Menge. Aus der schwach gelb ge- 
farbten Lésung schied sich beim Versetzen mit 400cem absolutem 
Ather ein weiBer, voluminéser Niederschlag aus, der auf einem 


Glastilter gesammelt und dann iiber Schwefelsiiure getrocknet 
wurde. Dieses Produkt, ein lockeres, weiBes Pulver, zieht an 
: der Luft begierig Feuchtigkeit an, wobei es zerflieBt. 
Opt. Verhalten: 0,1980 g Substanz in Wasser. 
20 Minuten nach dem Lésen [a] = + 10,1°. 
Die spez. Drehung war nach einiger Zeit auf etwa -}- 7° gefallen und 
‘inderte sich dann nur mehr langsam. 
N-Gehalt: 0,4418¢ Substanz verbr. nach Kjeldahl 16,24 ccm 
n 10-Saure. 
Ci2H.30,.N Ber. 4,119, N Gef. 5,15°/, N 
‘ Zur Weiterverarbeitung auf krystalhsiertes 6-Amin wurde 


_ das dureh Dekantieren von der iberstehenden Fliissigkeit 
 —  befreite Rohprodukt mit 3—4 ccm Wasser versetzt; dabei 
4* 
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erfolgte ein ZerflieBen des kriimeligen Niederschlages zu einer 
zihen Masse, das noch eingeschlossene Lésungs- und Fallungs- 
mittel trat aus und konnte abgegossen werden. Nach einigen 
‘l'agen begann die Krystallisation, die durch 6fteres Umrihren 
beschleunigt wurde, bis schlieBlich die ganze Masse zu einem 
dicken Krystallbrei oder — bei Zusatz von weniger Wasser — 
zu einer harten krystallinen Kruste erstarrt war. Die Krystalle 
wurden mit etwa 20—30 ccm 90°/,igem Methylalkohol ver- 
rieben, abfiltriert und iiber Schwefelsiiure getrocknet. Das so 
gereinigte Produkt sinterte von etwa 89° an, schmolz bei 
102—103° im Krystallwasser zu einem zahen, klaren Tropfen, 
in dem sich beim Hohererhitzen allmahlich Glasblasen ent- 
wickelten, bis bei 122—123° starke Zersetzung eintrat; B. Sjol- 
lema fand als ,Schmelzp.“ 132—134°. Ausbeute: 12 g. 

Opt. Verhalten: 1,3003 g Substanz in Wasser. 

16 Minuten nach dem Lésen « = — 2,084°, [a] = — 20°. 

N-Gehalt: 0.4780 g¢ Substanz verbr. nach Kjeldahl 14,09 ccm 
n/10-Saure. 

C2H,,0,;)9N + 2H,O Ber. 3,71°/, N Gef. 4,13°/, N 

Zur weiteren Reinigung wurde das Rohprodukt um- 
krystallisiert durch Lésen in der gleichen Gewichtsmenge 
kalten Wassers und Versetzen der Lésung mit der 6—8fachen 
Gewichtsmenge Methylalkohol. Nach 48stiindigem Stehen 
wurde das in derben, plattenformigen Krystallen abgeschiedene 
Material abfiltriert. Ausbeute: 3,4 g aus 4,5 g Rohprodukt. 

Der Zersetzungspunkt des gereinigten B-Amins war 125 
bis 126°. 

Durch 1/, stiindiges Erhitzen im kochenden Wasserbad mit 
einem schwachen Uberschu8 an n/2-Siure wird der Stick- 
stoff des f-Amins quantitativ als Ammoniak abgespalten. 
Die ganz schwach gefairbte Losung hat eine spezifische Drehung 
von etwa + 48° (berechnet auf den Gehalt an stickstoffrerem 
Zucker); aus ihr laBt sich reine «-Glucose isolieren. 





Opt. Verhalten: 1,3004 g¢ Substanz in Wasser. 
[«}] 10 Minuten nach dem Lésen — 20,9° 
8 Stunden ~ ,, " " — 18,1° 
2 Tage ‘i - - 13,1° 
. & si a ” 8,0° 
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Die frisch bereitete Lésung gab mit Nesslers Reagens keine Fillung 
oder Farbung; Fehlingsche Lésung wurde von ihr leicht und stark 
reduziert. 

N-Gehalt: 0,4142g¢ Substanz verbr. nach Kjeldahl 10,76 ccm 
n/10-Saure. 

C,.H,,0,,N -2H,O Ber. 3,719), N Gef. 3,64°/, N 

Krystallwassergehalt: 1,3655 g Substanz bei 70° im Vakuum iiber 
Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, ergaben 0,1307 ¢ 
Gewichtsverlust. 

Ber. 9,55°/, H,O Gef. 9,57°/, HO 


#-Diglucosylamin-octacetat (f-Acetat, Formel Y). 

6 g fein pulverisiertes krystallisiertes P-Amin wurden mit 
emem — 10° kalten Gemisch von 75 cem reinem Pyridin und 
28 ccm Essigsiiureanhydrid iibergossen; die Mischung  blieb 
unter 6fterem Umschiitteln 24 Stunden bei 0° stehen. Die 
klare Lésung gab beim Mischen mit Eiswasser-Natriumbicar- 
bonat einen gallertartigen Niederschlag, der zuerst an der 
Luft, dann tuber Schwefelsiure getrocknet, und zur ‘Trennung 
von mineralischen Beimengungen mit Chloroform behandelt 
wurde; bei freiwilligem Verdunsten des Chloroforms blieb eine 
lackartige, spréde, mit wenigen weifen Krystallen durchsetzte 
Masse zuriick. Diese wurde mit viel absolutem Ather aus- 
gelaugt, der beim Verdunsten ein amorphes glasiges Produkt 
gab, welches nach dem Zerreiben zu einem weiBen Pulver im 
Vakuum iber Schwefelsiure bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet wurde. Ausbeute: 5,5 g. 


Opt. Verhalten: 0,2132 g Substanz in Chloroform. 
a =-+ 0,129°, [a] =-+ 7,6°. 


0,1136 g Substanz gaben 0,2067 g CO,, 0,0589 g H,O. 
1,6924 g »  verbr. nach Kjeldahl 24,30 ccm n/10-Saure. 


; : 0,4166 g ” » mach Freudenberg-Harder 24,55 ccm 
l | n/5-Lauge. 
(',,H5,0,.N Ber. 49,63°/, C  5,80°/, H  2,07°/, N  50,82°/, Acetyl 
Gef. 49,62 5,80 2,0] 50,68 


Das f-Acetat zeigt einen tiberaus unscharfen Schmelz- 
punkt. Es tritt bei etwa 135—140° Sintern und Weichwerden 
ein und allmiahlich bildet sich eine triib-gallertartige Masse ; 
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bei etwa 190—192° erfolet Aufklirung unter Meniscusbildung. 
Kine Erklairung hierfiir gibt der letzte Abschnitt dieser Arbeit. 

Das reine f-Acetat ist leicht loslich in organischen Lésungs- 
mitteln, auBer Petrolather und Ligroin; in Ather ist es ziemlich, 
in Wasser schwer léshich. Heib gesiittigte alkoholische Lésungen 
erstarren beim Erkalten zu einer festen triiben Gallerte, die 
sich innerhalb einiger Wochen verfliissigt. Aus Chloroform- 
losung kommt das f-Acetat auf Zusatz von Petrolither als 
durchsichtige Gallerte heraus, ebenso beim Abkithlen gesattigter 
Atherlésungen. Krystallisiert konnte dieses Acetat bis jetzt 
nicht erhalten werden. Iehlingsche Lésung wird nach kurzem 
Kochen von ihm reduziert. Das f-Acetat und seine alko- 
holischen Losungen schmecken intensiv bitter. 

Der in Ather unlésliche, zum Tei! krystalline Riickstand des Roh- 
acetates (2,2 g), gab beim Abkiihlen seiner Lésung in heiBem Alkohol 
ein in weiBen Nadeln krystallisierendes Produkt, das durch Schmelzpunkt, 
Mischschmelzpunkt und Drehung als «-Acetat identifiziert wurde. 

Das Mengenverhiltnis, in dem aus dem /-Amin die beiden Acetate 
nebeneinander entstehen, war bei den verschiedenen Darstellungen von 
b-Acetat kein konstantes; die oben angegebenen Ausbeuten sind als 
Mittelwerte zu verstehen. 


Verseifung von /-Acetat. 


3,2 ¢ Acetat wurden mit 20 com CH,OH— NH, bei Zimmertemperatur 
verseift; beim EingieBen in 100 ccm Aceton schied sich in weiBen Flocken 
ein Niederschlag ab, der auf einem Glasfilter gesammelt und dann auf 
einem Uhrglas mit 5ccm 60°/,igem Methylalkohol gut verriihrt wurde. 
Nach dem Verdunsten des Methylalkohols iiber Schwefelsaure hinterblieb 
eine fast vollkommen krystalline Masse in einer Ausbeute von 1,2 g. Diese 
wurde wie itblich, aus Wasser-Methylalkohol umkrystallisiert: kleine 
tafelférmige Krystalle (0,9 g), die sich bei 122—123° zersetzten und eine 
spezifische Drehung von — 17,5° hatten, die also aus ziemlich reinem 


p-Amin bestanden. 


N-Acetyl-diglucosylamin-octacetat (Nonacetat, Formel V1). 


Dieses wurde erhalten: 

a) Aus a- und f-Acetat: 5g dieser Acetate wurden in 
20 com Essigsiiureanhydrid-Chlorzink gelést, die Losung rasch 
zum Sieden erhitzt und 2 Minuten lang aufgekocht. Beim Zer- 
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setzen der kalten, dunkel gefairbten Losung mit EKis—Bicarbonat 
bildete sich ein weiber Niederschlag, der aus 150 cem heiBem 
Alkohol beim Abkithlen in weifen Nadelnbiischeln krystalli- 
sierte; aus der alkoholischen Mutterlauge konnte weiteres 
krystallisiertes Material gewonnen werden. Ausbeute: 3,8 g. 

b) Als Nebenprodukt bei der Zersetzung der Nitrosamin- 
acetate. 

c) Beim Erhitzen von 1-Aminoglucose-pentacetat mit 
Essigsaureanhydrid-Chlorzink. 

Das reine Nonacetat schmilzt bei 192°; es ist leicht léslich 
in organischen Lésungsmitteln, ausgenommen Ather, Ligroin 
und Petroléther. Fehlingsche Lésung wird von diesem Acetat 
nur schwierig reduziert; durch salpetrige Siiure wird es nicht 
veraindert. 

Opt. Verhalten: 0,3159 g Substanz in Chloroform. 


a =— 0,233°, [a] = — 9,2°. 


Reine Rohprodukte zeigten nach einmaligem Umkrystallisieren 
Se é . 
KO 


meist eine spezifische Drehung von etwa ial 


0.1206 ¢ Substanz gaben 0,2211 g CO,, 0,0634 ¢ H,O. 


1.5071 g -" verbr. nach Kjeldahl 21,09 ccm n/10-Saure. 
0,2947 ¢ * » nach Freudenberg-Harder 18,53 ccm 


n 5-Lauge. 


C,H ,,0,9N ser. 50,079, C  5,70°/, H  1,959/, N _53,83°/, Acetyl 
Gef. 50,00 5,88 1,96 54,10 


Verseifung und Reacetylierung des Nonacetates. 


Die Lésung von 6 g Nonacetat in 100 com CH,OH—NH, wurde nach 
21/,stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur in 250 ccm absoluten Ather 
gegossen. Es entstand eine weiBe Triibung, die sich allmahlich in Form 
farbloser Siruptrépfchen absetzte. Der leicht wasserlésliche Sirup, dessen 
Krystallisation bisher nicht gelang, wurde mit Pyridin—Essigsiureanhydrid 
reacetyliert. Das wie iiblich ausgefallte Acetat gab nach dem Um- 
krystallisieren aus Alkohol reines Nonacetat. 

Da bei der Acetylierung mit Pyridin—Essigsaureanhydrid kein Acety! 
an den Stickstoff der Diglucosylamine tritt, so muB die N-Acetylgruppe 
des Nonacetates die Verseifung tiberdauert haben. 
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«-Diglucosyl-nitrosamin-octacetat (a- Nitrosaminacetat). 
(Formel VII.) 

In eine Suspension von 1 ¢ fein pulverisiertem «-Acetat 
in 20 cem absolutem Ather wurde ein langsamer Strom von 
trockenem Stickstofftrioxyd geleitet, bis der Ather tief blau- 
grin gefairbt blieb und das «-Acetat — ohne in Lésung gegangen 
zu sein — sich in einen pulverigen, schweren Niederschlag 
verwandelt hatte. Nach zweistiindigem Stehen wurde durch 
ein Glasfilter filtriert, der Riickstand mit absolutem Ather 
gewaschen und im Vakuum iiber Schwefelsiure—Natronkalk 
getrocknet. Zur Beseitigung von noch anhaftenden sauren 
Bestandteilen wurde das fein pulverisierte Rohprodukt in 
20 ccm 1°%/jiger Natronlauge, denen zur besseren Benetzung 
1 cem Alkohol zugesetzt war, suspendiert, eine Stunde lang, 
seschittelt, abfiltriert, auf dem Filter alkalifrei gewaschen 
und iber Schwefelsiure getrocknet. 

Ausbeute: 1 g schwach gelbe Blittchen, die bei 204—205?° 
unter lebhafter Gasentwicklung schmolzen. 

Opt. Verhalten: 0,3267 g Substanz in Chloroform. 

a + 2,102°; [a] + 80,49. 
0,2045 g Substanz gaben 0,3555 g CO,, 0,1009 g H,0O. 
0,2098 g - »  7,6cem N, trocken bei 22° und 727 mm. 
CoHogQigNo ‘Ber. 47,59%/, © —-5,88°/, H —-3,969/, N 

Gef. 47,43 5,52 4,02 

Das «-Nitrosaminacetat ist schwer léslich in den meisten 
Lésungsmitteln, unléslich in Wasser, Ather, Ligroin und Petrol- 
iither, leicht léslich in Chloroform. Es laBt sich umkrystallhi- 
sieren durch Lésen in Chloroform und Fallen der Losung durch 
Zusatz von Petrolither oder Ligroin. Gegeniiber Fehlingscher 
Losung verhalt es sich voéllig indifferent, wenn man dafiir 
sorgt, daB wihrend des Erhitzens die alkalische Lésung nicht 
zu stark eingedampft wird. 

Zum Nachweis der NO-Gruppe wurde eine Spur des 
Acetates in 1cem konzentrierter Schwefelsiure gelést und 
dazu 1 cem einer kalten Lésung von Diphenylamin in 50°/jiger 
Schwefelsiure gesetzt: Die Losung farbte sich intensiv blau. 
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Behandelt man das Nitrosaminacetat mit Alkohol, so tritt 
Abspaltung der NO-Gruppe ein. Nitrosaminacetat, das aus 
Methylalkohol umkrystallisiert worden und unter der Mutter- 
lauge stehen geblieben war, wurde im Laufe einiger Wochen so 
verindert, da aus den derben Krystallen des Nitrosaminacetats 
allmaihheh feine Nadeln von «-Acetat herauswuchsen, bis das 
urspringliche Produkt vollstindig aufgezehrt war. Beim 
Umkrystallisieren des Nitrosaminacetates aus heiBem Alkohol 
kann aus der Mutterlauge «-Acetat isolhert werden. 

Das aus dem Acetat durch 24stiindiges Verseifen mit 
CH,OH—NH, bei Zimmertemperatur entstehende Nitrosamin 
lieB sich bis jetzt nicht krystallinisch erhalten; beim Reace- 
tylieren entstand wieder a-Nitrosaminacetat in guter Ausbeute, 
daneben schmierige Zersetzungsprodukte, welch letztere Keh- 
lingsche Lésung leicht reduzierten. Kine Umlagerung des 
x-Nitrosamins findet unter diesen Bedingungen also nicht statt. 


a-Diglucosyl-nitrosamin-octobenzoat (Formel VII, Ac = C,H,CO—). 

Die beim Verseifen von 6g «-Nitrosaminacetat mit 
CH,Q0H—NH, erhaltene Lésung wurde tber Schwefelsiure 
eingedunstet. Es blieb ein 6liger Riickstand, der in 25 cem 
15°/,iger Natronlauge gelést und unter Schitteln und Kihlen mit 
7 ccm Benzoylchlorid versetzt wurde. Der Zusatz der gleichen 
Mengen Lauge und Benzoylchlorid wurde — jeweils nach dem 
Verschwinden des Geruchs nach Benzoylchlond — noch viermal 
wiederholt. Es setzte sich ein schweres farbloses Ol ab, das 
in Ather aufgenommen wurde, der nach dem Trocknen und 
Verdunsten eien Sirup zuriickleB; dieser wurde beim Ver- 
reiben mit Petrolither fest. Nach zweimalgem Auskochen 
mit je 40 ccm absolutem Alkohol konnten 5,5 g eines amorphen, 
pulverigen, schwach gelben Riickstands erhalten werden. Dieses 
Rohprodukt zeigte eine spezifische Drehung von + 56°, gab 
die NO-Reaktion und reduzierte Fehlingsche Lésung nicht; 
es sinterte von 170° an und sechmolz unter Gasentwicklung 
bei 186—187°. Die weitere Reinigung geschah durch Lésen 
des Rohproduktes in 25 cem Toluol und Zugabe von 70 cem 
absolutem Alkohol. Es fiel allmihlich ein weiBer, feinkrystalliner 
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Niederschlag aus. Ausbeute: 2,8 g. Das reine Produkt sinterte 
von 198° an und schmolz unter Gasentwicklung bei 202—2038°. 

Das Benzoat ist in allen Lésungsmitteln noch schwerer 
loslich als das Nitrosaminacetat. 


Opt. Verhalten: 0.6519 ¢ Substanz in Chloroform. 


a =-+ 4,231°, [a] = +- 61,1°. 
0.1150 ¢ Substanz gaben 0,2851 ¢ CO,, 0.0474 g H,O. 
11,570 mg i“ » 0,245 cem N, trocken bei 20° und 735 mm. 
CgH;,0,,N. Ber. 67,89°/, C 4,53°/, H 2,33°/, N 
Gef. 67,63 4,61 2,39 


Zersetzung des Nitrosaminacetates und des Benzoates durch Essig- 
saureanhydrid—Chlorzink. 

Kine Lésung von 5 g «-Nitrosaminacetat in 30 com 1°/,igem 
Mssigsiureanhydrid-Chlorzink wurde langsam erhitzt; bei etwa 
40° begann eine Gasentwicklung, die ohne weiteres Erwarmen 
recht lebhaft vor sich ging. Besondere Versuche zeigten, dab 
das entwickelte Gas reiner Stickstoff war ohne nachweisbare 
Beimengungen von Stickoxyd und Oxydul. Nach Beendigung 
der Gasentwicklung wurde die Losung 1—2 Minuten lang zum 
Sieden erhitzt. Aus der nach dem Abkihlen mit Eis zersetzten 
dunkel gefarbten Lésung schied sich allmahlich ein weiber 
Niedersehlag aus, der keine NO-Reaktion mehr gab, Fehling- 
sche Losung leicht und stark reduzierte und be1 90—91° schmolz. 
Ausbeute: 4g. Beim Behandeln mit absolutem Ather ging der 
erOBte Teil des Niederschlages in Losung; der atherunlésliche 
‘Teil erwies sich als Nonacetat. Der nach dem Verdunsten 
des Athers erhaltene Riickstand wurde aus heiBem Alkohol 
mehrmals umkrystallisiert; es ergab sich ein in feinen weiBen 
Nadeln krystallisierendes Produkt von der spezifischen Drehung 
+ 97,2 und dem Schmelzp. 110—111® Durch Mischschmelz- 
punkt wurde seine Identitiit mit a-Pentacetylglucose sicher- 
vestellt. 


Das wasserfreie Chlorzink kann bei dieser Reaktion durch wasser- 





freies Ferrichlorid ersetzt werden. 
In gleicher Weise lieB sich das Benzoat zersetzen; dabei 
wurde ein aus heiBem Alkohol in derben kurzen Prismen 
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krystalhisierender Stoff gewonnen, der vollig stickstofffrei war, 
| bei 159—160° schmolz und Fehlingsche Loésung leicht und 
: | stark reduzierte. Nach der Entstehung und dem analytischen 
Befund handelt es sich hier um die 1-Acetyl-2,3,4,6-tetrabenzoyl- 
vlucose. 
Opt. Verhalten: 0,5335 g Substanz in Chloroform. 
a =-+ 3,367, [a] =+ 78,9°. 
0,1238 g Substanz gaben 0,3070 g CO,, 0,0532 g H,0O. 
Cs¢H5,0,, Ber. 67,71%/, © — 4,70°/, H 
Gef. 67,63 41,8] 
#-Diglucosyl-nitrosamin-octacetat. 
Dieses wurde erhalten: 
1. Aus #-Acetat durch Behandeln mit Stickstofftrioxyd in 


; iitherischer Loésung. 

, 2. Aus o-Acetat: Zu einer Lésung von 10 ¢ dieses Ace- 
tates in 80 cem Eisessig wurden nach und nach 3,2 ¢ Natrium- 
nitrit gesetzt. Beim Verdiinnen mit etwa '/, Liter Wasser 


schied sich ein fein krystalliner Niederschlag ab, aus dem 
durch Umfillen mit Chloroform-Ather 
, acetat resultierten. Aus der beim Umkrystallisieren erhaltenen 
; Mutterlauge konnte «-Nitrosaminacetat isoliert werden. 





7 


og f-Nitrosamin- 


Dieser Bildung von /-Nitrosaminacetat aus «-Acetat muB eine weit- 
- gehende Umlagerung des «-Acetates in sein (/-Isomeres vorangehen unter 
Einwirkung der Essigsiure (vgl. Umwandlung der beiden Acetate durch 
organ. Sauren);: denn das «-Nitrosaminacetat selbst erleidet durch eine 
gesattigte Lésung von salpetriger Séure in Eisessig keinerlei Veranderung. 

Das f-Nitrosaminacetat ist schwer léslich in den iwblichen 
| | organischen Losungsmitteln, einschheBlich Eisessig, leicht 16s- 
| lich in Chloroform. Es wurde umkrystallisiert aus siedendem 
Alkohol oder gefallt aus einer Lésung in Chloroform (1 g in 
10 cem) durch Zusatz des gleichen Volumens absoluten Athers; 
dabei krystallisierte es in feinen weiBben Nadeln, die von etwa 
215° an sinterten und bei 218—220° unter starker Gasentwick- 
lung schmolzen. Seine spezifische Drehung betrigt + 12,5°. 

0,1112 g Substanz gaben 0,1940 ¢ CO,, 0,0523 g H,O. 

7,552 mg - » 0,271 ccm N, trocken bei 18° und 724 mm. 

CogN5,019No Ber. 47,59°/, C 5,38°/, H 3,979, N 

, ) Gef. 47,58 5,26 4,01 
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Auch das #-Nitrosaminacetat wird beim Erhitzen seiner Lésung in 
Essigsiureanhydrid—Chlorzink zersetzt unter Bildung von «-Pentacetyl- 
glucose. Ebenso erweist sich seine NO-Gruppe bestandig gegeniiber der 
Verseifung mit CH,OH—NH.,, da aus dem bis jetzt allerdings nicht krystalli- 
siert erhaltenen Verseifungsprodukt beim Reacetylieren in guter Ausbeute 
wieder /-Nitrosaminacetat erhalten werden konnte. 


Gegenseitige Umwandlung der beiden Diglucosylamine. 

Wahrend bei den Acetaten die Umwandlungsprodukte zu isolieren 
waren, gelang es nicht, das in waBriger oder alkoholischer Lésung aus dem 
fp-Amin entstehende o-Amin in einer jede Tauschungsmdéglichkeit aus- 
schlieBenden Weise zu fassen, da letzteres von dem im Gleichgewichts- 
zustand iiberschiissig vorhandenen /-Amin bis jetzt nicht getrennt werden 
konnte. Die Isolierung und Reindarstellung des «-Amins ist nur méglich 
durch seine Schwerléslichkeit in Lésungsmitteln wie Alkohol, Pyridin, 
wenn, wie bei der Darstellung aus «-Acetat, Lésungen mit einem Uber- 
schuf8 an «-Amin vorliegen und sehr rasche Weiterverarbeitung erfolgt. 

Kine bei der Verseifung von etwa 3,5 g a-Acetat mit 
CH,OH—NH, erhaltene Lésung zeigte eine allmihliche Ab- 
nahme der spezifischen Drehung von + 86° auf den konstant 
bleibenden Wert -+ 6,5® nach etwa 20 Tagen. Aus dieser 
Lésung konnten 1,1 g krystallisiertes #-Amin isoliert werden. 
Daf nicht die bei der Verseifung herrschenden Bedingungen 
die Umwandlung bewirken, ergab sich aus einem weiteren Ver- 
such, bei welchem aus einer Liésung von etwa 0,4 g «-Amin 
in 25 eem 75°/jigem Methylalkohol nach etwa 20 Tagen 0,24 g 
krystallisiertes 6-Amin erhalten wurden. 

Dieses Verhalten des a-Amins dirfte die EKrklarung geben 
fiir die starke Mutarotation, welche wiBnge Loésungen dieses 
Amins zeigen. 

0,3665 g umkrystallisiertes a-Amin in Wasser. 


17 Minuten nach dem Lésen .. . . [x] =+ 80,8° 

54 ™ n. ie he ee 69,7 

2 Stdn. 50 is i: » a 59,0 
ta @ ~s Sw + oe 52.1 
_ o * — eee 43,1 
SD « ve = ‘i om ee 31,2 
100 ,, | i i eo 20.7 
_ » & am e & &'4 11.5 


Da auch die waBrigen Losungen des P-Amins Mutarotation 
zeigen, und zwar in entgegengesetztem Sinne, so kann man 
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annehmen, daB sich in den waBrigen Lésungen der Amine 
allmahlich ein Gleichgewichtszustand zwischen beiden einstellt. 


0.2063 g umkrystallisiertes 6-Amin in Wasser. 


6 Minuten nach dem Lésen . .. . [x] —— 18,49 

21 9 ‘ao. ws ” oa ae 17,9 

66 ” ~*~ et a acs 11,5 

3 Stdn. 45 i“ a: Se aie ay 8,7 
24 «4, << - bee a 4,4 
194, ” oo - bane 0,9 


Die Einstellung des Gleichgewichts erfolgt zum SchluB sehr langsam. 
Da neben der Umwandiung in den stereoisomeren Zucker eine allmahliche 
Zersetzung durch Hydrolyse stattfindet'), so kann aus der optischen 
Drehung das Mengenverhialtnis der Amine im Gleichgewichtszustand nur 
annahernd erschlossen werden. Es diirfte sich um ein Gemenge von etwa 
20°/, a-Amin und 80°/, 6-Amin handeln. 

Die Geschwindigkeit der Mutarotation ist abhingig von 
der Konzentration. Sie ist gréBer in verdiinnter Loésung. 
Ferner ist diese Geschwindigkeit gréBer bei Losungen der 
umkrystallisierten Amine als bei gleichkonzentrierten Losungen 
der Rohprodukte. Diese Hemmung der Umwandlung bei 
Rohprodukten scheint von gewissen Verunreinigungen her- 
zurihren, wie z. B. von beigemengter 1-Aminoglucose: Lésungen 
eines Gemisches je eines der beiden umkrystallisierten Amine 
mit etwa 5°/, Aminoglucose zeigten etwa dieselbe Mutarotations- 
ceschwindigkeit wie die Rohamine; eine Beimengung von 
Glucose blieb wirkungslos. 

Vielleicht ist es den gleichen Einfliissen zuzuschreiben, 
wenn die Umwandlung der Amine in wia6riger Losung, die 
sich — besonders zu Beginn der Reaktion — aus den optischen 
Daten hinreichend genau berechnen lassen mu8, nicht nach den 
fur eme monomolekulare Reaktion giiltigen Gesetzen vor sich geht. 


Gegenseitige Umwandlung der beiden Diglucosylamin-octacetate. 


Wie schon erwihnt, entsteht bei der Acetylierung von B-Amin 
je nach der Arbeitsweise iiberwiegend «- oder f-Acetat; auch bet 


‘) Die Zersetzung ist nachweisbar durch die immer starker werdende 
Reaktion auf freies Ammoniak mit Nesslers Reagens in den urspriinglich 
gegen dieses Reagens vollig indifferenten Losungen der Amine, 
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der Acetyllerung von «Amin entsteht ein Gemisch der beiden 
Acetate. Um die fir die Umlagerung maBgebenden Bedingungen 
kennenzulernen, wurden folgende Versuche ausgefihrt: 

a) a-Acetat aus P-Amin. 

Die bei der Acetylierung von 6-Amin mit Pyridin-Essig- 
siureanhydrid bei 0° erhaltene Losung wurde in drei gleiche 
Teile geteilt. Das Volumen 1 blieb — wie iblich — 24 Stunden 
lang bei 0° unter FeuchtigkeitsabschluB stehen; das Volumen 2 
wurde im Eisschrank in einer offenen Schale aufbewahrt, der 
Rest der Lésung (Volumen 3) wurde 1 Minute lang zum Kochen 
erhitzt und dann wie das Volumen 1 weiter behandelt. 

Volumen 1 gab beim <AufgieBen auf Eis—Bicarbonat in 
normaler Ausbeute ein Acetatgemisch von der spezifischen 
Drehung + 14,3° und einem Stickstoffgehalt von 2,04°/, N; 
es bestand also in der Hauptsache aus f-Acetat. Aus dem 
Volumen 2. krystallisierte nach etwa 10stindigem Stehen 
a-Acetat aus, das nach mehreren Tagen in der wblichen Aus- 
beute isoliert werden konnte. Volumen 3 zeigte nach 12stiin- 
digem Stehen eine ziemlich starke Krystallisation von «-Acetat, 
dessen Ausbeute aber nach 3 'agen immer noch weit geringer 
war als diejenige des Volumens 2. 

Krwirmen und besonders Feuchtigkeitszutritt begiinstigen 
also die Umlagerung der Acetate zur @-Form. 

b) a-Acetat aus P-Acetat durch Erhitzen. 

0,5¢ B-Acetat wurden ineinem Priparatenglas im Paraffinbad 
rasch auf 190—200° erhitzt, bis das Acetat geschmolzen war; 
hierbei entwickelten sich in geringer Menge saure Dampfe. 
Die dunkle, beim Erkalten wieder erstarrende Schmelze wurde 
in wenig Chloroform gelést, die Losung filtriert und das Filtrat 
mit’ dem 4—5fachen Volumen absoluten Methylalkohols ver- 
setzt. Nach kurzer Zeit krystallisierten 0,25 g «-Acetat aus. 


c) x-Acetat aus f-Acetat in Essigesterlésung. 

Aus einer Lésung von | g f/-Acetat in 10 cem gewoéhnlichem KEssig- 
ester krystallisierte nach mehrstiindigem Stehen bei Zimmertemperatur 
ein Produkt aus mit einer spezifischen Drehung von etwa + 60°; durch 
Umfillen aus Chloroform—Methylalkohol konnte hieraus reines x-Acetat 
erhalten werden. Im Einklang damit steht, daB die Essigesterlésungen 
der Acetate sehr schnell verlaufende Mutarotation zeigen; so war die 
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spezifische Drehung von /-Acetat 25 Minuten nach dem Lésen auf -+- 58° 
gestiegen, diejenige von «-Acetat in einem Gemisch von Essigester und 
Chloroform 22 Minuten nach dem Loésen auf etwa + 65° gesunken. 

Die Umwandlung in Essigesterlésung ist auf den Séuregehalt dieses 
Lésungsmittels zuriickzufiihren, da bei Verwendung besonders gereinigten 
Kssigesters bei keinem der beiden Acetate Umwandlung oder Mutarotation 
zu bemerken war. 

d) Gegenseitige Umwandlung in saurer Losuneg. 

Wurde zu der Chloroformlésung eines der beiden Acetate 
etwas Eisessig (oder eine andere organische Siure) gesetzt, 
so trat starke Mutarotation ein. Ausdem Verdunstungsriickstand 
konnte bei f/-Acetat als Ausgangsmaterial das «-Acetat auf Grund 
seiner Schwerldslichkeit, bei «-Acetat als Ausgangsmaterial das 
p-Isomere durch seine Atherléslichkeit isoliert’ werden. 

In saurer Losung stellt sich also ziemlich rasch ein Gleich- 
gewicht zwischen den beiden Acetaten em; aus der fiir diese 
Gleichgewichtsmischung beobachteten  spezifischen Drehung 
von etwa + 60° errechnet sich das dabei vorhandene Mengen- 
verhaltnis der beiden Isomeren zu etwa 66°/, «-Acetat und 
34°/, B-Acetat. 

Dadurch, dai das «-Acetat in den meisten Lésungsmitteln auBer 
Chloroform schwer léslich ist und deshalb bei der im Gleichgewichtszustand 
vorhandenen Konzentration aus der Loésung auskristallisiert, verschiebt 
sich bei solchen Lésungsmitteln (Essigester, Pyridin—Essigsdureanhydrid) 
das Mengenverhiltnis, in dem beide Acetate gewonnen werden kénnen, 
weiterhin zugunsten des «-Acetates. 


Die anomalen Schmelzpunktserscheinungen beim /-Acetat 
finden ihre Erklirung in der beim Erhitzen stattfindenden Um- 
wandlung. Dies laBt sich einfach zeigen durch folgenden Versuch : 

Bringt man reines f-Acetat im Schmelzpunktsrohrehen 
in ein auf 140° erwarmtes Bad, so tritt nach eimgen Sekunden 
klares Schmelzen ein; nach 1/,-—1 Minute scheiden sich aus der 
Schmelze weiBe Krystallnadeln ab, die Schmelze_ erstarrt 
schlieBlich bei gleichbleibender Temperatur und erst bei etwa 
195° tritt dann endgiltiges Schmelzen ein. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt. 
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( 
Zur Kenntnis der Polypeptid-N-carbonsduren. " 
Von L 
F. Wessely, E. Kemm und J. Mayer. : 
u 
(Aus dem II. Chemischen Institut der Universitat Wien.) C; 
(Der Redaktion zugegangen am 5. Oktober 1923.) re 
Is 

Friither!) wurde gezeigt, dab der in der Literatur beschrie- 
benen Glycylglycin-N-carbonsiure héchstwahrscheinlich nicht d 
die bisher iibliche Formel I zukomme, sondern daB diese ™ 
einer anderen Klasse von Aminosiureverbindungen angehore 88 
und als Carbonylbisglycin II aufzufassen sei. Mit dieser Fest- dt 
stellung verloren die Formeln aller bis jetzt beschriebenen 7 
N-Carbonséuren von Peptiden an Wahrscheinlichkeit, da sie | le 
als Carbonylverbindungen der allgemeinen Formel III zu for- da 
mulieren wiren. - 

I HOOC-NH-CH,-C(OH)=N-CH,-COOH, 

_/NH.-CH,- COOH sc 
II CO st 
’\NH-CH,-COOH sit 
RB R=NH-CH-R-COOH si 
III CO tri 
NNR” BYR’ oder ein Peptid, oder eine beliebige Aminosiure. Kr 
Da die Frage, ob oder unter welchen Bedingungen Amino- | a 
siuren oder Peptide Kohlensiiure stabil zu binden befahigt si 
sind, von biologischem Interesse ist, schien uns die Weiter- | a 


fiihrung unserer Versuche wiinschenswert. Hiner der ersten, der 
Kohlensaureverbindungen von Aminosiuren und Peptiden dar- 
stellte und auf deren mégliche biologische Bedeutung hinwies, 





1) F, Wessely u. E. Kemm, Diese Zs. Bd. 147, S. 306 (1928). . 
In dieser Arbeit ist der Name meines Mitarbeiters irrtiimlich zu E. Komm abe: 
angegeben, was hiermit richtiggestellt sei. 
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war Siegfried.') Er gewann durch Einleiten von CO, in 
eine Liésung von Aminosiure oder Peptid und Ca(OH), die 
Ca-Salze der N-Carbonsiuren, die, an sich schon unbestindig, 
nicht in die freien Siuren verwandelbar sind. Freie N-Car- 
bonsiuren kénnen nach seinen Versuchen nur in geringem 
Betrage in der mit Kohlensiure gesiittigten wiibrigen Lisung 
von Aminosiiuren vorliegen.*) Auch die zuerst von Leuchs 
und spiiter von dem einen von uns untersuchten «-Amino-N- 
carbonséiureanhydride spalten in Beriihrung mit hydrolysie- 
rendem Mittel leicht und vollstindig CO, ab, ohne daB die 
Isolierung der N-Carbonsiure gelingt. 

Um so auffalliger ist der Befund, da8 man aus Carbalkoxyl- 
derivaten von Peptiden durch alkalische Verseifung Verbindungen 
erhalt, die nach den analytischen Ergebnissen als N-Carbon- 
siuren anzusprechen sind. Die Bildungsweise dieser Verbin- 
dungen l4Bt zuniichst die angenommene Formel plausibel er- 
scheinen. Es war aber eine befriedigende Erklirung fiir das 
feste Haften der COOH-Gruppe am Stickstoff zu erbringen, 
da dies nach dem Obigen im Widerspruch mit den Ergebnissen 
an den Kohlensiureverbindungen einfacher Aminosiéuren stand. 

Leuchs’), der sich vor allen mit diesen Verbindungen be- 
schiftigte, glaubte auf Grund seiner Versuche, da die Be- 
stindigkeit der Peptid-N-carbonsiuren durch eine Enoli- 
sierung der Peptidbindung (—COH=—N—) bedingt werde. 
DaB eine Enolisierung dieser Bindung unter Umstiinden ein- 
tritt, wird von verschiedenen Seiten zur Erklirung gewisser 
Erscheinungen bei EKiwei8kérpern angenommen, doch handelt 
es sich in diesen Fallen immer um einen instabilen Zustand. 
Die bestindigen Peptid-N-carbonsiuren waren eines der sel- 
tenen Beispiele fiir eine Aminosiureverbindung, in der die 
Atomgruppierung — C(OH)=N— stabil vorkommt.*) 





1) Diese Zs. Bd. 44, S. 85 (1905). 
2) Diese Zs. Bd. 46, S. 401 (1905). 
5) H. Leuchs u. Sander, Chem. Ber. Bd. 58, S. 1528 (1925). 
*) Vgl. dazu die Untersuchungen von A bderhalden und Mitarbeitern 
iiber desmotrope Formen der Dioxopiperazine; z. B. Diese Zs. Bd. 149, 
S. 100 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXX, 5 
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Die experimentellen Ergebnisse von Leuchs sind nun mit 
wenigen Ausnahmen auch mit unserer Anschauung iiber den 
Verseifungsverlauf vereinbar. Wir verlangen eine weitgehende 
Umlagerung des Molekiils der Carbalkoxylverbindung und 
formulieren diese nach dem Schema I: 


7 NH——CH-B’ 
, ire a —RoH. CO y, 
| ? hag ‘oe f | 
HN.CH-R”.COOH jo 
” CH-R”-COOH 
R’ R” y 


| | . 7NH-CH-R’-COOH 
A. RO-CO-NH-CH-CO-N(R,):CH- COOH 6 
\H-CH-R’ COOH 





y 
NH——CH-R’” 
OC-NH-CHR”-CO é 
Il OR | —-ROH > < / 
HN-CH-R’.COOH N—;“cO 
‘ \/ 
CH-R’- COOH 


Nach Leuchs kann aus einer Verbindung A keine 
N-Carbonsiure entstehen, da keine Enolisierung méglich ist; 
wir sagen, daB kein Carbonylderivat entstehen kann, da 
keine Méglichkeit fiir den intermediiren Ringschlu8 zum Hy- 
dantoin gegeben ist. Die Bildung von MHydantoinen als 
Zwischenprodukte der Verseifung ist experimentell nicht be- 
wiesen und darum mehr formaler Natur. Wir halten aber 
auf Grund der folgenden Uberlegungen das von uns gewablte 
Schema fir gerechtfertigt: Das Wesen des Verseifungsvor- 
ganges besteht in der Sprengung der Peptidbindung und einer 
harnstoffartigen Verkniipfung der Aminosidurereste. Es ist nun 
unméglich, daB die Peptidbindung von der Bildung des Kom- 


plexes 
NH— 


\wH— 


gesprengt wird. In diesem Falle kénnte nur die Aminosiure 
bzw. das Carbalkoxylderivat entstehen, ein Fall, der vielleicht 
in untergeordnetem MaBe bei der Verseifung eintritt. Fir 
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die Hauptreaktion ist aber unbedingt zu fordern, dab die 
Harnstoffbindung vor der Sprengung des Peptids eintritt und 
dies wird durch unsere Formulierung deutlich gemacht. 

Da wir einstweilen nicht daran denken konnten, die Kon- 
stitution simtlicher bis jetzt beschriebener ,,N-Carbonsiiuren“ 
auf synthetischem Wege zu iiberpriifen, muBten wir auf andere 
Art fiir unsere Ansicht Beweise zu erbringen suchen. 

Ein solcher ergibt sich aus der Forderung des oben 
skizzierten Verseifungsverlaufes: es miissen die zweibasischen 
Saéuren aus den Carbalkoxylpeptiden a und b identisch sein, 
da aus den Hydantoinen, die nach dem Schema I und II 
entstehen, die gleiche Carbonylbisaminosiure gebildet werden muB. 

Der Versuch bestitigte unsere Erwartungen; aus Carbo- 
methoxy-alanylglycin und aus Carbomethoxy-glycylalanin ent- 
steht die gleiche zweibasische Saure, die somit als Carbonyl- 
glycin-alanin IV zu formulieren ist. 

NH-CH,-COOH 
IV CO ; 
NNH-CH.-(CH,)COOH 

Auch aus den Carbalkoxylverbindungen von Dipeptiden, 
die sich aus @- und f-Aminosiuren aufbauen, miissen nach 
unserer Anschauung identische zweibasische Siuren entstehen. 
Die Wiederholung der diesbeziiglichen Versuche von Leuchs 
ergab die Bestatigung unserer Ansicht. Es wurde also von 
uns auch fiir diesen speziellen Fall nachgewiesen, daB die 
Formeln, die Leuchs den Verseifungsprodukten des Carbo- 
methoxy-glycyl-8-aminobuttersiureesters und des Carbomethoxy- 
8-aminobutyrylglycinesters zuschrieb, nicht zutreffen; es sind 
keine N-Carbonsiuren, sondern identische Verbindungen und 
entsprechen der Formel einer Carbonyl-glycin-8-aminobutter- 
siure VI. 

Fir die Verseifung des Carbomethoxy-glycyl-f-amino- 
buttersiureesters gilt das Verseifungsschema I, fiir den ana- 
logen Vorgang am Carbomethoxy-f-aminobutyrylglycinester ist 
ein etwas gedinderter Reaktionsverlauf III anzunehmen. 

In der ersten Phase der Reaktion wird Alkohol unter 


Bildung des Hydrouracilderivates V abgespalten; die letztere 
5* 











68 F. Wessely, E. Kemm und J. Mayer, 


Verbindung wird dann zu dem Carbonylbisaminosiurederivat VI 
aufgespalten. 





CH, CH, 
| LZ 
NH-CH NH—CH. 
- we Wo Pf CH 
nt pe See we j ; 
HN-CO ne 

| N——0O0 
CH,-COOH | i 
CH,-COOH 
CH, 
/ 
NH-CH-CH,-COOH 


\NH-CH,- COOH 


Auch bei der Verseifung des Carbomethoxyderivates des 
Dipeptides Phenylalanylphenylalanin, das E. Fischer’) dar- 
gestellt hat, wurde die Bildung von Carbonylbisaminosiuren 
beobachtet. Hier lagen die Verhiltnisse allerdings kompli- 
zierter, da die beiden méglichen Formen des zu erwartenden 
‘arbonylbisphenylalanins*) gefunden wurden. Wenn das ver- 
wendete Peptid sterisch einheitlich ist, wofiir, wir einige An- 
haltspunkte besitzen, wiirde der experimentelle Befund zeigen, 
daB bei der Verseifung gleichzeitig sterische Umlagerungen 
an den asymmetrischen C-Atomen des Peptids eintreten. Wir 
miissen weitere Untersuchungen abwarten, bevor wir dariiber 
eine endgiiltige Aussage machen. 

Durch diese Versuche hat sich jedoch eindeutig zeigen 
lassen, daB die aus den von uns untersuchten Carbalkoxyl- 
peptiden durch alkalische Verseifung entstehenden zweibasi- 
schen Siuren Carbonylbisaminosduren und nicht Pep- 
tid-N-carbonsiuren vorstellen. Wir sind der Meinung, 
daB dies auch fiir die iibrigen sogenannten N-Carbonsauren 
von Peptiden gilt. Es muf hervorgehoben werden, daB be- 
sonders bei der Verseifung von Carbomethoxy-glycylalanin und 
Carbomethoxy-alanylglycin keine restlose Auflésung des Ver- 
seifungsgemisches gelungen ist; es entsteht vielmehr neben 


1! E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 37, 8. 3062 (1904). 
*) E. Wessely u. M. John, Diese Zs. Bd. 170, S. 167 (1927). 











— 


a 


(wT TL, Tr ay otlUOe 


ther C2, DD 


— 
| =~ | 


7, 
d 














Zur Kenntnis der Polypeptid-N-carbonsiiuren. 69 


dem Carbonyl-glycin-alanin aus beiden Verbindungen anschei- 
nend die gleiche Substanz, die aber nach ihren Kigenschaften 
von dem oben erwihnten Verseifungsprodukt verschieden ist. 
Ihre Untersuchung muBte einstweilen zuriickgestellt werden. 

Auf Grund unserer Versuche kommen wir zum SchluB, 
da8 wahre N-Carbonsiiuren von Peptiden entsprechend den 
Krgebnissen Siegfrieds und den Erfahrungen an den Kohlen- 
siurederivaten einfacher Aminosiuren sehr unbestiindig sein 
und sich der Isolierung in den meisten Fillen entziehen 
diirften.") 

Versuche. 

Carbomethoxy-alanylglycin: 

Diese Verbindung wurde in der gewodhnlichen Weise aus 
d,l-Alanylglycin und chlorkohlensaurem Methyl dargestellt. 
Wir erhielten die Verbindung als schwer krystallisierbares Ol, 
das wir zur Verarbeitung nicht weiter reinigten. 

Zur Verseifung wurden 2,62 g der rohen Verbindung mit 
2,2 Mol 1n-NaOQH 31/, Stunden am Wasserbad erwiirmt. Es 
waren nach dieser Zeit 90°/, der berechneten Menge Alkali 
verbraucht. Nach dem Eindampfen unter vermindertem Druck 
und dem Trocknen iiber P,O, wurde dreimal mit je 20 ccm 
absolutem Alkohol ausgekocht. Aus dieser Liésung fiel beim 
Stehen eine undeutlich krystallisierende, iuferst hygroskopische 
Substanz aus, deren Untersuchung wegen ihrer Eigenschaften 
groBe Schwierigkeiten machte. Wir kénnen aus diesem Grunde 
noch nichts Niheres berichten. Aus dem Filtrat dieser Sub- 
stanz wurden auf Zusatz von absolutem Ather weitere Mengen 
der hygroskopischen Verbindung isoliert. Der Alkohol und 
Ather wurden im Vakuum abgedampft und der Riickstand 
nochmals in der eben beschriebenen Weise behandelt. Zum 
SchluB blieben 1,7 g einer krystallisierten Verbindung zuriick, 
die ohne weitere Reinigung bei 170° unter Autschiumen 

1) Eine relativ bestiindige N-Carbonsiiure, die allerdings einer 
anderen Ké6rperklasse angehdért, scheint in der Caffeidincarbonsiinre vor- 
zuliegen, deren Konstitution kiirzlich von Biltz und Rakett ({Chem. 
Ber. Bd. 61, S. 1409 (1928)] untersucht wurde. 
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schmolz. Diese wurde durch Krystallisation a) aus Alkohol, 
b) aus Essigester gereinigt. Nach a) wurden farblose Kry- 
stalle erhalten, die bei 180° unter Aufschiumen schmolzen; 
nach b) wurden zwei Fraktionen isoliert, die sich beim Er- 
hitzen im Capillarrohr bei 180—182° zersetzten. 

Die Substanz ist AuBerst schwer verbrennlich, vor allem 
versagt die N-Bestimmung nach Dumas-Pregl, bei der in 
zahlreichen Bestimmungen etwa 1°/, N zu wenig gefunden 
wurde. Auch nach Kjeldahl ist sehr langes Erhitzen unter 
Zusatz von HgSO, notig, um den gesamten Stickstoff aufzu- 


schlieBen. 
4,715 mg Substanz gaben 6,62 mg CO, und 2,48 mg H,O. 


2,87 mg m verbrauchten 2,13 ecm 1/70 n-HCl. 
2,190 mg - - 1,09 cem 1/45 n-NaOH. 
Fiir C,H,,0,N, Ber. C 87,88°/, H 5,31°/, N 14,72%, Agq.-Gew. 95,05 
Gef. ,, 38,30 ,, 5,89  ,, 14,84 » 90,4 


Auch die Verseifung des rein dargestellten Carbiithoxyl- 
alanylglycins ergab die gleiche Verbindung. 

Aus jeder der drei Saiurefraktionen wurden mit Diazo- 
methan identische Ester erhalten. Bei der Vereste- 
rung ist es wichtig, alle Operationen bei niedriger Tem- 
peratur durchzufiihren, da sonst neben dem leicht und schén 
krystallisierenden Ester eine élige, schwer krystallisierbare Ver- 
bindung entsteht, die die Reinigung des Esters erschwert und 
die Ausbeute vermindert. Wir haben die genannte Verbin- 
dung nicht niher untersucht. Im allgemeinen wurde zur Ver- 
esterung mit kaltem Methylalkohol iibergossen und Diazo- 
methan in Ather zugesetzt. Nach kurzem Stehen wurde das 
Lésungsmittel bei Zimmertemperatur abgedamp({t, der Riick- 
stand bei ganz gelinder Wirme in Essigester gelést und bis 
zur schwachen Triibung mit Petrolither versetzt. Die aus- 
fallenden schénen Krystalle schmolzen nach mehrmaligem Um- 
lésen bei 105—106°. Der Mischschmelzpunkt mit dem Ester, 
der, wie weiter unten beschrieben, aus dem Verseifungsprodukt 
des Carbomethoxyglycylalanins dargestellt war, lag bei 106°. 

5,027 mg Substanz gaben 8,07 mg CO, und 2,97 mg H,0. 

1,865 mg 1 » 0,211 eem N-Gas bei 23° und 742 mm. 

1,805 mg i » 3,738 mg Agd. 
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Fiir C,H,,0,N, Ber. C 44,01°/, H 6,47°/, N 12,85°/, OCH, 28,44°, 
Gef. ,, 48,80 ,, 6,61 ,, 12,73 » 27,82 

Carbomethoxyglycylalanin: 

Diese Verbindung schmilzt nach dem Umlésen aus Essig- 
ester bei 169—170°. 

2,130 mg Substanz gaben 0,25 ccm N-Gas bei 20° und 747 mm. 

Fiir C,H,,0,N, Ber. N 13,72°/, 
Gef. ,, 13,44 

Zur Verseifung wurde 1 g der Verbindung mit 2,2 Mol 
1 n-NaOH 31/, Stunden am Wasserbad erwiirmt. Die Auf- 
arbeitung geschah ganz iihnlich, wie oben bei der Verseifung 
des Carbomethoxyalanylglycins beschrieben. Die Menge der 
hygroskopischen Verbindung war hier in den meisten Fallen 
gréBer, auch der Riickstand nach der Abtrennung der ge- 
nannten Verbindung war schlechter zur Krystallisation zu 
bringen. Bei dem beschriebenen Versuche wurden 0,3 ¢ der 
hygroskopischen Verbindung und 0,3 g einer Saure isoliert, die 
mit der friiher beschriebenen (aus Carbomethoxyalanylglycin) 
identisch ist. Nach dem Umlésen aus Alkohol lag der Schmelz- 
punkt bei 182°, der Mischschmelzpunkt mit dem schon friiher 
beschriebenen Carbonylglycinalanin bei 182°. 

8,290 mg Substanz verbrauchten 2,41 ccm 1/70 n-NaOH. 

Aquiv.-Gew. Ber. 95,05 
Gef. 95,56 

Die Veresterung wurde unter den Bedingungen, wie sie 
oben beschrieben wurden, durchgefihrt. Nach mehrmaligem 
Umlésen erhielten wir ein Priparat, das bei 107° schmolz 
(ab 101° Sintern). Obwohl der Schmelzpunkt etwas hoher als 
bei dem ersten Ester aus Carbomethoxyalanyiglycin liegt, 
geht doch aus dem Mischschmelzpunkt, bei welchem sich 
keine Depression zeigte, und aus der Analyse ihre Identitit 


hervor.') 


1) Bei einigen Veresterungsversuchen dieser und der Siiure aus 
Carbomethoxyalanylglycin haben wir, trotzdem von einem reinen Carbo- 
nylglycinalanin ausgegangen wurde, Ester erhalten, die tiefer (101 
bis 104°) schmolzen und die sich nicht weiter reinigen lieBen. Die 
Mischschmelzpunkte der tiefer schmelzenden Ester zeigten aber mit den 
héher schmelzenden Estern keine Depression. Diese und die noch zu 
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4,795 mg Substanz gaben 7,81 mg CO, und 2,92 mg H,0. 


2,010 mg m » 0,233 ecem N-Gas bei 23° und 748 mm. 
2,060 mg » 4,27 mg AgJ. 
Fiir C,H,,0;N, Ber. C 44,0°/, H 6,47°, N 12,85°/, OCH, 28,44°, 
Gef. ,, 44,44 ,, 681. ,, 18,16 27,389 


Carbomethoxyglycyl-§-aminobuttersiuredthylester: 

Bei der Darstellung dieser Verbindung folgten wir der 
Vorschrift von Leuchs. 

Zur Verseifvug wurde das Rohprodukt verwendet. 1g 
des Esters wurde ‘mit 2,2 Mol 1 n-NaOH 3?/, Stunden am 
Wasserbad verseift, angesiiuert, zur Trockne verdampft und 
der Riickstand der alkoholischen Ausziige nach den Angaben 
von Leuchs mit 3°/, alkoholischer Salzsiure verestert. Nach 
dem Abdampfen des Alkohols wurde in KEssigester auf- 
genommen und mit Bicarbonatlésung gewaschen. Beim Ver- 
dampfen des Kssigesters blieben 0,4 g einer Krystallmasse 
zuriick, die nach dem Waschen mit Wasser zuerst aus Essig- 
ester und Petrolither und dann aus Ligroin wiederholt um- 
krystallisiert wurden. Der Schmelzpunkt dieses Priparates lag 
bei 97,5—98° und lieB sich auch nicht mehr héher bringen. 


4,730 mg Substanz gaben 8,760 mg CO, und 3,28 mg H,O. 


2,065 mg oe » 8,695 mg AgJ. 
4,260 mg - 5  0,404cem N-Gas bei 22° und 749 mm. 
Fiir C,,H,,0,N, Ber. C 50,73, H 7,75%/) N 10,77, OC,H, 34,62°/ 
Gef. ,, 50,53 ,, 7,76 ,» 10,80 » 34,82 
Bei einem anderen Versuch, der genau wie der obige 
durchgefiihrt wurde — es kam nur anderes Ausgangsmaterial 


zur Verwendung und der Rohester wurde nicht mit Wasser 
gewaschen —, erhielten wir ein Priparat vom Schmelzp. 102 
bis 103°. Der Mischschmelzpunkt mit dem ersten Priparat 
lag bei 100—101°. Der Mischschmelzpunkt mit dem spiter 
beschriebenen Ester aus dem Verseifungsprodukt des Carbo- 
methoxy-f-aminobutyrylglycinesters, der bei 103—104° schmolz, 
lag bei 103—104°. 

Das Priiparat vom Schmelzp. 102—103° gab folgende Werte: 


erwihnenden Beobachtungen an den Estern der Carbonyl-glycin-$-amino- 
buttersiiure erinnern an die in der friiheren Arbeit beschriebenen Schmelz- 
punktserscheinungen bei dem Carbonyl-bis-glycinester, deren Ursache 
wir noch nicht mit Sicherheit angeben kénnen. 
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4,738 mg Substanz gaben 8,86 mg CO, und 3,38 mg H,0O. 
1,941 mg ” » 0,186 cem N-Gas bei 16° und 750 mm. 
Gef. C 51,01°/, H 7,98°/, N 11,0°, 

Carbomethoxy-f-aminobutyrylglycinithylester: 

Diese Verbindung wurde ebenfalls nach den Angaben von 
Leuchs dargestellt. 

Zur Verseifung wurden zwei Priiparate verschiedener 
Darstellung verwendet. Zwischen diesen zeigte sich ein Unter- 
schied, der sich in der leichteren Reinigung des jeweils er- 
haltenen Diesters ausdriickte. 

Priparat I: 1,3 g des Esters wurden wie oben verseift 
und verestert. Ausbeute 0,7 g Ester. Nach dem Waschen 
des Rohproduktes mit Wasser und dreimaligem Umlésen aus 
Essigester und Petrolither und zweimaligem aus Ligroin lag 
der Schmelzpunkt bei 96,5°. Der Mischschmelzpunkt mit dem 
Ester aus Carbomethoxyglycyl-/-aminobuttersiiureester vom 
Schmelzp. 97,5—98° lag bei 96,5°; das Gemisch mit dem 
Ester vom Schmelzp. 102—103° schmolz bei 98,5°. 

4,255 mg Substanz gaben 0,407 mg N-Gas bei 22,5° und 749 mm. 


1,947 mg ” ” 3,51 mg AgJ. 
4,880 mg e ‘ 9,03 mg CO, und 3,49 mg H,O. 
Fir C,,H,.O;N, Ber. C 50,73°/, H 7,75°/5 N 10,77°/, OC,H, 34,62°/, 
Gef. ,,50,48  ,, 8,0 » 10,89 84,57 


Priparat II. Die Verseifung wurde wie bei Priiparat I durch- 
gefiihrt, nur unterblieb das Waschen mit Wasser. Nach dem Um- 
lésen aus Ligroin lag der Schmelzpunkt bei 103—104°. Diesen 
Schmelzpunkt gibt Leuchs fiir den Ester aus dem Verseifungs- 
produkt des Carbomethoxyglycyl-?-amino-buttersiiureesters an. 


4,951 mg Substanz gaben 9,22 mg CO, und 3,37 mg H,0O. 
1,855 mg - » 0,174ceem N-Gas bei 23° und 750 mm. 


Gef. C 50,79°/, H 7,62°%/, N 10,70%. 

Der Mischschmelzpunkt mit dem Prifparat aus Carbomethoxy- 
glycyl-3-aminobutterséureester vom Schmelzp. 102—103° lag 
bei 104° 

Carbomethoxyphenylalanyl-phenylalanin: 

Das verwendete Phenylalanyl-phenylalanin wurde nach 
E. Fischer!) dargestellt und wie iiblich mit chlorkohlensaurem 





1) E. Fischer, a. a. O. 
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Methyl in das obige Derivat iibergefiihrt. Ausbeute 0,5g aus 
0,65 g Dipeptid. Nach dem Umlésen aus wiaBrigem Alkohol 
lag der Schmelzpunkt bei 179,5°. 

3,878 mg Substanz gaben 0,252 ccm N-Gas bei 22° und 742 mm. 


Fiir C,.H.,0,N, Ber. N 7,57 %o 
Gef. ,, 1,34 


0,3 g dieser Verbindung wurden mit 2,2 Mol 1 n-NaOH 
31/, Stunden am Wasserbad erwirmt. Es waren 1,91 ccm statt 
2 ccm verbraucht. Beim Ansiiuern fiel ein langsam krystalli- 
sierendes Ol aus, das nach dem Trocknen tiber P,O, bei 100° 
und 10mm bei 175° unter Aufschiumen schmolz. Dieses 
Rohprodukt wurde durch miihevolle fraktionierte Krystalli- 
sation aus Wasser, 20°/, Essigsiure und verdiinntem Alkohol 
in zwei Hauptfraktionen zerlegt. Die erste A schmolz bei 
203°, die zweite B bei 176°, beide unter Aufschiumen. Sie 
schienen also mit den beiden Formen des Carbonylbis-phenyl- 
alanins identisch zu sein. Um die Identitit zu beweisen, 
wurden die beiden Saéurefraktionen mit Diazoithan in die 
Athylester iibergefihrt. 

Aus A entstand ein Ester, der nach einmaligem Um- 
krystallisieren aus Benzol—Petrolaither bei 142—143° schmolz. 
Der Mischschmelzpunkt mit dem reinen Ester des Carbonylbis- 
phenylalanins vom Schmelzp. 145° lag bei 144°. Der Misch- 
schmelzpunkt mit dem Ester des Carbonylbis-phenylalanins 
vom Schmelzp. 141,5° ergab deutliche Depression. 

2,125 mg Substanz gaben 0,127 ccm N-Gas bei 23° und 750 mm. 

' Fir C,,H,,0,N, Ber. N 6,809, 
Gef. ,, 6,80 

Aus B wurde ein Ester erhalten, der bei 138° und in 
der Mischung mit einem reinen Ester des Carbonylbis-phenyl- 
alanins vom Schmelzp. 141,5° bei 138° schmolz. 

Dadurch erscheint die Identitat bewiesen. 


Bei der Durchfiihrung dieser Untersuchung standen dem 
einen von uns (F. W.) Mittel aus dem van’t Hoff-Fond zur 
Verfiigung, fir deren Uberlassung ergebenst gedankt sei. 
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Weiterer Beitrag zur Kenntnis der Reaktion zwischen 
Guanidin und Aminosdureestern. 


3. Mitteilung’). 


Von 
Emil Abderhalden und Hans Sickel. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. Oktober 1928.) 


Der Befund, wonach bei der Kinwirkung von Guanidin 
auf a-Aminosiureester unter Abspaltung von Ammoniak 
Guanidinoverbindungen entstehen — die erste Beobachtung 
dieser Art (Reaktion zwischen Guanidin und Glykokollester) 
stammt, wie wir nachtraglich erkannt haben, von Wilhelm 
Traube und R. Ascher?) — fiihrte zur Frage nach dem 
Mechanismus der erfolgten Reaktion. Die Bildung von Krea- 
tinin aus Guanidin und Sarkosinester*) schlieBt einen un- 
mittelbaren Ersatz der Aminogruppe der Aminosduren durch 
die Guanidinogruppe aus. Es muB infolgedessen das in Freiheit 
gesetzte Ammoniak dem Guanidin entstammen. Es entsteht, 
der Auffassung von Traube‘*) entsprechend, ohne Zweifel zu- 
nachst das Guanidid, worauf dann unmittelbar der Cyamidin- 
ring unter Abspaltung der einen Aminogruppe des Guanidins 
in Form von Ammoniak zustande kommt. 

Wir haben zunichst weitere «-Aminosiureester auf ihr 
Verhalten gegeniiber Guanidin gepriift. So lieBen wir dieses 
auf den «,a@’-Diaminokorksiuredimethylester einwirken. 
Wir gewannen das erwartete Substitutionsprodukt. Ferner 
priften wir die Reaktion von Guanidin mit d,l-@-Amino- 





1) Emil Abderhalden u. Hans Sickel, Diese Zs. Bd. 173, S. 51 
(1928). 

2) Chem. Ber. Bd. 46, S. 2077 (1918). 

5) Emil Abderhalden u. Hans Sickel, ebenda Bd.175,8. 68(1928). 

4) W. Traube, Chem. Ber. Bd. 43, S. 3586 (1910). 
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d-(benzoylamino)-valeriansiuremethylester. Auch in 
diesem }'all erfolgte die erwartete Reaktion prompt. Aus deni er- 
haltenen Cyamidinderivat gewannen wir durch Alkalieinwirkung 
das Isoarginin = g-Guanidino-d-aminovaleriansdure. 
Arginase vermochte diese Verbindung nicht zu zerlegen. End- 
lich lieben wir noch auf Histidinmethylester Guanidin ein- 
wirken. Ks erfolgte reichliche Ammoniakabspaltung. Die genaue 
Mitteilung des zuletzt genannten Versuches soll spiter erfolgen. 

Es interessierte uns ferner, ob und in welchem Umfang 
(suanidinderivate, deren eine Aminogruppe alkyliert, aryliert 
oder acyliert ist, auf a-Aminosiiureester einwirken. Line 
Ammoniakabspaltung konnte nur beim Mono- und beim asy- 
inetrischen Dimethylguanidin festgestellt werden. Ferner 
trat die Jaffésche Reaktion auf, Sie weist auf die Bildung 
der entsprechenden Cyamidinderivate hin. In beiden Fallen 
trat unter den gewihlten Versuchsbedingungen nur ein kleiner 
Teil der beiden Komponenten in Reaktion. Alle Bemiihungen, 
die Cyamidinderivate direkt oder iiber ihr Pikrat bzw. Pikro- 
lonat in reinem Zustand zu gewinnen, miBlangen. Von be- 
sonderem Interesse ist, daB auch bei Verwendung des asy- 
metrischen Dimethylguanidins unter Ammoniakabspaltung der 
Cyamidinring entsteht. Diese Beobachtung spricht dafiir, daB 
bei der zweiten Reaktionsphase zuniichst eine Anlagerung des 
Kster-a-aminostickstoffs an das Guanidin—Kohlenstoffatom unter 
Aufrichtung der Iminogruppendoppelbindung vor sich geht. 
Ks wird damit die Annahme Schencks!') von der Umaminierung 
iiber ein Tetraaminomethanderivat erneut gestiitzt. Vielleicht 
darf man den Reaktionsverlauf, wie folgt, darstellen. 





NH, + C,H,;,0-OC-CH, HN- OC: CH, HN-OC-CH, 

| | | Be | | 

C=NH no, > C = NH ——p  CU- -N 

| | a N H:: | 

N(CH;,), N(CH,). J N(CH;), 
+C.,H, -OH + NH, 


') Schenck, Diese Zs. Bd. 150, S. 123 u. 125 (1925); vgl. auch 
Lecher u. Graf, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 488, S. 154 (1924); 
Lecher u. Demmler, Diese Zs. Bd. 167, 8.163 (1927); Schotte, Ztschr.f. 
angew. Chem. Bd. 39, S. 677 (1926) und diese Zs. Bd. 174, S. 119 (1928). 
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Bei Anwendung von N-Isoamylguanidin (Dihydro- 
galegin), von N-Acetylguanidin und von N-e-Naphthyl- 
guanidin war keine Reaktion mit a-Aminosiureester zu be- 
obachten, wohl aber zeigte sich in alien Fillen beim Zusammen- 
bringen des Esters mit dem Guanidinderivat eine 'emperatur- 
erhéhung. Diese Feststellung spricht dafiir, daB diese nicht 
oder nur zum Teil mit der Cyamidinbildungsreaktion zusammen- 
hangt, vielmehr diirfte eine Beschleunigung der Bildung von 
a - Aminosiureester-Selbstkondensationsprodukten (Biuretbase, 
Dioxopiperazin) den Hauptfaktor fiir die Temperaturerhéhung 
darstellen. Die zuletzt genannte Reaktion erfolgt, falls nur 
a-Aminosiiureester zugegen sind, erst bei héherer Temperatur 
mit jener Geschwindigkeit, die bei Zusatz von Guanidin bzw. 
Guanidinderivaten zu beobachten ist. Vor kurzem haben auch 
Bergmann und Zervas?) eine Beschleunigung der Glycin- 
anhydridbildung aus Glykokollester bei Gegenwart von Arginin- 
ester beobachtet. Es ergibt sich die Frage, welche Momente 
fir die so stark beschleunigte Anhydridbildung in Betracht 
kommen. Wir hoffen, durch weitere Beobachtungen den ganzen 
Reaktionsmechanismus aufkliiren zu kénnen. 


Im Zusammenhang mit unseren Feststellungen iiber das 
Verhalten von w-Aminosiiureester und Guanidin gewinnt die 
wichtige Beobachtung von Zervas und Bergmann!), wonach 
aus je 2 Molekilen Argininmethylester sich ein Dicyamidin 
unter Abspaltung von Methylalkohol und Ornithinester bildet, 
ein ganz besonderes Interesse. 

Wir haben schlieBlich an zwei weiteren Beispielen gepriift, 
ob eine Anlagerung des Guanidins auch dann erfolgt, wenn 
der Aminostickstoff in Aminosiuren substituiert ist. Bei der 
Kinwirkung der genannten Base auf Hippursiureester bildete 
sich Hippuryl-guanidin. Bei dieser Reaktion blieb der 
ProzeB stehen. Aus Acetyl-glycin und Guanidin ging das 
Guanidoniumsalz der genannten Verbindung hervor. Line 
weitere Reaktion erfolgte nicht. 


1) Chem. Ber. Bd. 61, 8. 1195 (1928). 
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Experimenteller Teil. 


a, c’-Diaminokorksaduredimethylester und Guanidin. 


Neuberg und Neimann!’) fanden, da8 sich a,a’-Diaminokork- 
siure mit Athylalkohol und Salzsiure nicht in das entsprechende Ester- 
hydrochlorid iiberfiihren 148t, sondern nur in das Dihydrochlorid. Da 
a,o’-Diaminosebacinsiure dagegen unter den gleichen Bedingungen leicht 
verestert wird, vermuteten sie, daB die MolekiilgréBen das verschiedene 
Verhalten bewirken. Diese Erklirung ist hinfallig, denn die Diamino- 
korksiiure liefert mit Methylalkohol und Salzsiure in recht befriedigen- 
der Ausbeute das Dimethylesterdihydrochlorid. Es liegt die Ursache 
des Scheiterns der Athylalkoholveresterung in der auBerordentlichen 
Schwerléslichkeit des primiir entstehenden Dihydrochlorids in Athyl- 
alkohol, die in Gegenwart von Salzsiiure bis zur praktischen Unléslich- 
keit erhéht ist, wovon wir uns durch eigene Versuche iiberzeugt haben. 

Die Veresterung wurde mit der 10 fachen Menge Methylalkohol 
und Salzsiuregas durchgefiihrt. Nach dem Erkalten krystallisierte der 
gréBte Teil des Esterhydrochlorids aus. Aus der Mutterlauge wurde 
durch Einengen und Atherzusatz noch eine kleine Menge des salzsauren 
Esters gewonnen. Bei 105° getrocknet, geht die Substanz gegen 212° 
(korr.) in Schaum iiber, bei 270° findet Zersetzung statt. 


0,0868 g Substanz benétigten nach Volhard 5,64 cem n/10-AgNO,- 


Lésung. 
C,)H.50,Ng*2 HCI (305) Ber. HCl 23,91°/, Gef. HCl 23,7°/,. 


Im Vorversuch lieBen wir 0,001 Mol (0,305 g) des Dimethylester- 
dihydrochlorids und 0,006 Mol Guanidin (0,35 g), also in einem Aqui- 
valentverhiltnis von 1:8, in 6 cem absolutem Alkohol aufeinander wirken. 

Die bei Zimmertemperatur abgespaltene Ammoniakmenge war nach 
4 Stunden maximal und entsprach 4,23 cem n/10-H,SO,-Lésung, bzw. 
21°/, molaren Umsatzes. Nach Zusatz weiterer 0,7 g Guanidin (0,012 Mol) 
wurden in den niachsten 1'/, Stunden 2,10 cem n/10-H,SO,-Lésung ver- 
braucht. Insgesamt war somit eine Umsetzung von 31,6°/, erfolgt. 

Zum eigentlichen Versuch setzten wir aus 4,5 g Esterdihydrochlorid 
den Ester bei 0° unter Ather in iiblicher Weise aus der wiBrigen 
Lisung in Freiheit. Beim Einengen der getrockneten itherischen 
Lésung bildeten sich wenig Flocken. Zur weiteren Reinigung wurde das 
bewegliche O] im Vakuum bei 12 mm Druck der Destillation unterworfen. 
Gegen 190° Badtemperatur erfolgte kurzes Aufsieden. Ein geringer 
Teil des Produktes ging in die Vorlage iiber, wihrend die Hauptmenge 
zum ziihen farblosen Sirup erstarrte. Diesem konnte nach raschem Ab- 
kiihlen nur mehr wenig unverinderter Ester entzogen werden. Der 


1) Diese Zs. Bd. 45, S. 96 (1905). 
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Riickstand wurde nicht eingehender untersucht. Zum Teil bildete er 
ein nadelférmiges Sublimat, das die Carbonylreaktion stark zeigte und 
ninhydrinnegativ war. Die durch Behandlung mit Normalnatronlauge 
von wenig unverinderter Diaminokorksiure befreite Hauptmenge zer- 
setzte sich tiber 300°, gab weder Ninhydrin-, noch Biuretreaktion. Die 
Carbonylreaktion dagegen war schwach positiv. 

Der itherische Esterextrakt wurde bei etwa 5° mit einem Uber- 
schuB8 an Guanidin verriihrt. Dabei stieg die Temperatur des Gemisches 
auf etwa 70°. Gleichzeitig entwich sehr lebhaft Ammoniak. Nach 
vollendeter, Reaktion konnte in der friiher beschriebenen Weise das 
Kondensationsprodukt abgetrennt werden. Es reagierte gegen Lackmus 
fast neutral, zeigte die Jaffésche Reaktion sehr stark, wihrend Ninhydrin- 
und Biuretreaktion negativ ausfielen. Bei 260° fiirbte es sich dunkel 
und bildete bei 305° (korr.) eine braune Filiissigkeit. 

0,0350 g der bei 110° im Vakuum iiber P,O, getrockneten Substanz 
benétigten nach Kjeldahl 7,23 cem n/10-H,SO,-Lésung. 

CoH gO,Ne°C,H,,0,N, (480,4) Ber. N 29,15°/, Gef. N 28,879/,. 

Die auf das Verhalten der Substanz und diesen Stickstoffwert ge- 
griindete Vermutung, daB hier eine salzartige Verbindung des d,1-5,5’- 
Tetramethylen-«, 6-di-(2-imino-4-oxotetrahydroimidazols) mit d,1-5-e-Carb- 
oxyl-a-aminoamyl-2-imino-4-oxotetrahydroimidazol 


CO-NH 

| >C:NH 

CH-NH 

| H’ 
(CH,), + OCO--CH(NH,)+(CH,),-CH-NH 

>C: NH 

CH-NH CO-NH 

>C : NH 

CO-NH 





vorliegt, konnten wir leider wegen Substanzmangels nicht durch weitere 
Daten erhirten. 


d,l-c-Amino-d-benzoylaminovaleriansiuremethylester 
und Guanidin. 


Da der entsprechende Diaminovaleriansiureester nicht erhalten 
werden kann (bekanntlich entsteht an seiner Stelle bei der Veresterung 
sofort das §-Amino-«-piperidonhydrochlorid), beniitzten wir das in 0-Stel- 
lung benzoylierte Ornithin, wie es nach der Fischerschen Vorschrift ‘) 





1) E. Fischer, Chem. Ber, Bd. 42, S. 1022 (1909). Hierzu méchten 
wir bemerken, daB man bei der Bromierung der 6-Benzoylvaleriansiiure 
zur Beschleunigung der Zersetzung des Siiurebromids dem warmen 
diinnfliissigen Produkt zweckmiBig die 2—3fache Menge Seesand bei- 
mengt und dann erst mit verdiinnter Sodalésung schiittelt. 
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aus dem Benzoylpiperidin durch oxydative Ringéffnung iiber die ge- 
bromte Verbindung erhalten wird. In der herkémmlichen Weise mit 
Methylalkohol und gasférmiger Salzsiiure behandelt, lieferte es das Ester- 
hydrochlorid, das aus Alkohol + Ather in derben Kristillchen vom 
Schmelzp. 128—130° (korr.) und Zersetzungsp. 162° (korr.) erhalten wurde. 
In Wasser ist es sehr leicht, in Alkohol gut und in Ather nicht léslich. 
Den freien Ester gewannen wir durch Alkalisieren der konzentrierten 
wiBrigen Hydrochloridlésung unter der 3 fachen Volummenge Chloro- 
form. Durch mehrmaliges Verdampfen unter stark vermindertem Druck 
bei etwa 25° und Wiederaufnehmen mit trocknem Chloroform bzw. 
Ather entfernten wir die anhaftende geringe Menge Wasser. Beim Ver- 
reiben des Esters bei 0° mit der fiquimolekularen Menge reinen Guanidins 
war keine Reaktion erkennbar. Erst von 15° ab traten Ammoniakgeruch 
und Selbsterwiirmung in Erscheinung. Durch Evakuieren und gelindes 
Erwiirmen wurde die Reaktion zu Ende gebracht. Die erstarrte Masse 
wurde in Alkohol gelést, von einer geringen Menge Guanidincarbonat 
durch Filtration getrennt und bei etwa 40° zum Sirup eingeengt. Dieser 
erstarrte allmiihlich zu Wiirzchen von mikroskopischen, wetzsteinférmig 
zugespitzten Blittchen. Das einheitliche Produkt ist in Wasser spielend, 
in Alkohol gut léslich. Aus der alkoholischen Liésung kann es durch 
Ather leicht verdringt werden und ist dann sehr hygroskopisch. Benzol, 
Ather, Petroliither, Aceton und Essigester lésen es gar nicht, Chloro- 
form und Tetrachlorkohlenstoff nur in Spuren. Die wiBrige Lésung 
reagiert schwach basisch. Die Jaffésche Reaktion, diejenige mit Nitro- 
prussidnatrium und seine reduzierende Wirkung weisen seine Cyamidin- 
konstitution nach. Schmelzp. 198° (korr.) unter Bildung einer hellgelben 
Fliissigkeit. Mit Pikrinsiiure entsteht ein hellgelbes, in Wasser sehr 
schwer, in Alkohol schwer und in Ather kaum lésliches Pikrat vom 
Zersetzungsp. 220° (korr.). 

0,1074 g der im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrockneten 
Substanz benétigten nach Kjeldahl 16,47 eem n/10-H,SO,-Lésung. 


C,,H,gO2N, (260,1) Ber. N 21,54°/, Gef. N 21,48°/,. 


Versuche zur Uberfiihrung in das isomere Arginin. 
CH, -CH,-CH,-CH-COOH 


| 


NH, NH 
| 
NH,—C=NH 


Die Benzoylgruppe lieB sich durch Kochen mit der 10 fachen Menge - 


konzentrierter Salzsiiure am RiickfluBkiihler in 7 Stunden quantitativ 
abspalten, ohne daB der Cyamidinring verindert wurde. Nach vdlliger 
Abtrennung der Benzoesiiure im Schiitteltrichter durch Ather und Ent- 
fernung der iiberschiissigen Salzsiiure isolierten wir zuniichst die freie 








"rf RH ~* TF 
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Base nach der Silbersulfat-Bariumhydroxydmethode unter peinlichem 
AusschluB8 von Luftkohlensiure. Trotz mannigfacher Bemiihungen konnten 
wir 5-y-Aminopropyl-2-imino-4-oxo-tetrahydroimidazol nicht krystallinisch 
oder pulverig gewinnen. Aus dem ziihen Sirup lie& sich aber ein in 
schriig abgeschnittenen, wohlausgebildeten Stiibchen mit verschiedenen 
Zwillingsbildungen krystallisierendes Pikrat bereiten, das in Wasser 
sehr wenig, in Alkohol ziemlich schwer und in Ather nicht léslich ist. 
Schmelzp. 230° (korr.) unter Zersetzung mit Schwarzfirbung. 


0,0985 g Substanz lieferten 20,15 ecm N bei 746 mm und 21°. 
C,H,,ON,-2C,H,0,N, (614) Ber. 22,81°/, N Gef. 23,3°/, 


Es lag also das Dipikrat des 5-y-Aminopropyl-2-imino-4-oxo-tetra- 
hydroimidazols vor. 

Zur Aufsprengung des Cyamidinringes beniitzten wir die Be- 
obachtung Liebigs'), der Kreatinin durch mehrmonatige Einwirkung 
von Calciumhydroxydlésung vollstiindig in Kreatin iiberfiihren konnte, 
jedoch bedienten wir uns, in der Absicht, rascher zum Ziel zu gelangen, 
der Normalnatronlauge bei Zimmertemperatur. In der Wiirme wird 
nicht nur der Ring gesprengt, sondern auch Ammoniak abgespalten 
unter Bildung des Hydantoinsiiurederivats, wie wir beim Kochen von 
Kreatinin mit Lauge feststellen konnten, wihrend bei Verwendung der 
oben erwiihnten Verbindung bei Zimmertemperatur auch nach mehreren 
Tagen mit NeBlerreagenziiberschuB kein Ammoniak nachgewiesen werden 
konnte. Dagegen ging die Farbenintensitiit der Jafféschen Probe mehr 
und mehr zuriick. 

Da nach 70 Stunden das Zuriickgehen der Jafféschen Reaktion 
immer mehr verlangsamt wurde und eine kleine Probe bei 40° auch 
nach Stunden kein Ammoniak enthielt, lieben wir die ganze Menge 
noch 2 mal 10 Stunden bei 40° stehen. Nun blieb die Jaffésche Reak- 
tion ganz aus. Mit NeBlerreagens erfolgte nur eine weibe Fiillung 
(Gegensatz zum Kreatin), die beim Stehen keine Dunkelfiirbung mehr 
zeigte, wie das beim Cyamidin der Fall ist. Nun versetzten wir mit 
der Aquivalenten Menge Normalschwefelsiiure und mit einer gesiittigten 
wiBrigen Lésung von 2 Mol. Pikrinsiure. Zunichst schieden sich 
kugelige Aggregate mikroskopischer Niidelchen, dann in der Kiilte iiber 
Nacht wohlausgebildete Stiibchen aus, die beide von 190° ab sich 
dunkler firbten, gegen 212° eine erste und bei etwa 305° eine zweite 
Zersetzung zeigten. Durch Einengen der Mutterlauge konnten noch 
zwei weitere Krystallisationen gewonnen werden, die das gleiche Produkt 
darsteliten. 

0,1465 g¢ der bei 100° getrockneten Substanz lieferten nach Dumas 
31,1 eem N bei 742 mm und 15°. 


C,H,,O,.N,-C,H,O,N, (403,1) Ber. 24,33°/, N Gef. 24,56°/, N 
') Liebig, Ann. der Chem. u. Pharm. Bd. 108, 8. 355 (1858). 
H oppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXX. 6 
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Nach dem Zerlegen des vorliegenden Pikrates mit Schwefelsiiure 
und deren Abtrennung mittels Bariumbydroxyds nach erfolgtem Aus- 
ithern der Pikrinsiure und dem Einengen mit Ausschlu8 von Luft- 
kohlensiiure erhielten wir einen Sirup von stark basischer Reaktion, der 
aus der Luft Kohlensiiure und Wasser stiirmisch anzog. Er zeigte die 
Reaktionen der Guanidinosiiuren und gab mit Phosphorwolframsiiure einen 
im Uberschu8 unléslichen Niederschlag. 

0,0870 g lésten wir nach der Neutralisation mit Schwefelsiure auf 
4,2 ccm in Phosphatpuffer vom py 6,6 (m/5), kochten auf und versetzten 
mit 0,8 cem frisechem PreBsaft aus frischer Hundeleber, der mit Arginin 
auf seine Wirksamkeit gepriift worden war. Der Aminostickstoff wurde 


nach van Slyke kontrolliert. 


nach 0 4 16 Stunden 
Je 1 cem von der Versuchslésung . . 2,3 2,4 2,7 | on 2 
» 1 » » » meontrolle. ... . 0,5 0,6 0,9 (743 mm 
a ee 1,8 1,8 | 19°) 
ee ee ee ee 0,0 0,0 


Ein Angriff war also nicht erfolgt. 


N,N-Dimethylguanidin und Glykokollathylester. 


Aus dem kiuflichen Hydrochlorid wurde die Base nach dem 
Silbersulfat-Bariumhydroxydverfahren unter AusschluB von Luftkohlen- 
siiure freigemacht. Die aus Alkohol mit Ather gereinigten Nidelchen 
werden gegen 144° unter langsamer Gasentbindung fliissig, dann fest 
und schmelzen erneut bei 172°. 

Im Vorversuch lieBen wir die Base in Alkohol auf das Hydro- 
ehlorid des Glykokollithylesters im molekularen Verhiiltnis 1:3  ein- 
wirken, die durehgeleitete kohlensiiurefreie Luft fiihrte auch beim Er- 
wiirmen auf 80° in 5 Minuten nur wenig mehr Ammoniak mit sich, als 
dem Kontrollversuch mit N,N-Dimethylguanidin entsprach. 

4,3 ¢ der freien, fein zerriebenen Base wurden bei 0° von 5g des 
Glykokollithylesters glatt aufgenommen (1:1 Mol.). Innerhalb von fiinf 
Minuten stieg dann die Temperatur durch Selbsterwiirmung auf 70°. 
Von 50° ab konnte geringe Ammoniakentbindung am Geruch festgestellt 
werden. Unter Evakuieren wurde etwa 15 Minuten auf 50—60° ge- 
halten. Der Gewichtsverlust betrug dann 1,1 g, jedoch war das ent- 
weichende Ammoniak an Menge gering. Der in der Kilte ziihe Sirup 
hinterlie8 beim Behandeln mit absolutem Alkohol 1 g eines hellgrauen 
Pulvers. Stickstoffgehalt, Biuretreaktion und negative Jaffésche Re- 
aktion erwiesen, da8 das aus Wasser umgeléste Produkt die Curtius- 
sche Biuretbase darstellte. Aus dem alkoholischen Filtrat konnten wir 
mit wenig Ather zuniichst etwa 0,3 g Glyeinanhydrid abscheiden (Di- 
24,3°/, N; tiber 290° Zersetzung). 


nitrobenzoesiurereaktion positiv, 
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Durch weiteren Atherzusatz fiel nur éliges Produkt aus, das, in Wasser 
aufgenommen, stark basische Reaktion und die Jaffésche Reaktion 
zeigte. In den Alkohol-Athermutterlaugen verblieb der gréBte Teil des 
unveriinderten Esters, der als Hydrochlorid (3,2 g) abgeschieden werden 
konnte (beim Erhitzen im Vakuum auf 50° war bereits ein Teil des 
Esters abdestilliert). Die alkoholische Lésung des Gélig angefallenen 
Produktes lieferte mit tiberschiissiger Pikrinsiiure, ebenfalls in Alkohol 
gelést, 7,5 g einer hellgelben Fallung. Da die Mutterlauge keine Jaffé- 
sche Reaktion mehr zeigte, wurde sie vernachliissigt. Die Hauptfillung 
des Pikrats wurde nun sorgfiltig aus Alkohol, dann verdiinntem Al- 
kohol und aus Wasser mehrmals fraktioniert krystallisiert und die ein- 
zelnen Fraktionen, bzw. Krystallisationen auf F., Jaffésche Reaktion und 
in mehreren Fillen auf die Zusammensetzung (Kohlenstoff-Wasserstoff- 
gehalt) gepriift. Dabei stellten wir fest, da die mittleren Fraktionen 
die gesuchte Cyamidinverbindung in so geringer Menge enthielten; daB 
sie lediglich in den einzelnen Krystallisationen zwar angereichert, aber 
nicht abgetrennt werden konnte. 

Da die Hauptmenge des Dimethylguanidins zuriickgewonnen 
(Pikrat) worden war, diirfte die beim Zusammenbringen von N,N-Di- 
methylguanidin und Glycinithylester beobachtete Temperaturerhéhung 
nur auf die durch die Gegenwart des Guanidinderivates beschleunigte 
Esterkondensation zurickzufihren sein. 


N-Methylguanidin und Glykokollathylester. 


Die Base wurde auf demselben Weg, wie eben beim Dimethyl- 
derivat beschrieben, aus dem Hydrochlorid hergestellt. Die durch Um- 
krystallisieren aus Alkohol und Ather erhaltenen Nidelchen sind sehr 
hygroskopisch und ziehen begierig Kohlensiiure aus der Luft an. 

Vorversuch: 0,139 g Glykokollithylesterhydrochlorid wurden in 
Alkohol mit 0,22 g Methylguanidin (1:3 Mol.) versetzt und die in Frei- 
heit gesetzte Ammoniakmenge, wie iiblich, bestimmt. Bei Zimmertem- 
peratur fanden wir nach 30 Minuten eine Abspaltung von 7°/,; nach 
1 Stunde von 16°/,. 10 Minuten auf 80° erwirmt, gab das Gemisch noch 
3°/, der méglichen Menge Ammoniak ab. 

Hauptversuch: 4,2 g Methylguanidin wurden bei — 10° mit 5,9 g 
Glykokollithylester rasch verrieben. Es trat rasch Lésung ein. Die 
exotherme Reaktion setzte erst gegen 15° ein und verursachte eine 
Steigerung der Temperatur auf 60°. Ammoniak war nur mittels der 
Geruchsprobe nachweisbar. Innerhalb 5 Minuten sank die Temperatur, 
und das Gemisch wurde konsistenter. Beim Evakuieren traten Gas- 
blasen und ein Gewichtsverlust von 0,6 g auf. Wir erwirmten dann 
noch 10 Minuten auf 60° im Vakuum. Es destillierte ein kleiner ‘Teil 
des Esters ab. SchlieBlich verrieben wir die salbenartige Masse mit 
10 cem absoluten Alkohols und filtrierten von 0,48 g Unléslichem ab. 


6* 
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Aus Wasser gereinigt, zeigte das gewonnene Produkt positive Nin- 
hydrin-, Carbonyl- und starke Biuretreaktion. Der Stickstoffwert und 
das Verhalten der Substanz deuteten auf Glycinanhydrid hin, dem wenig 
Biuretbase beigemengt war. Aus dem alkoholischen Filtrat schieden 
10 cem Ather 1,1 g weiBes, klebriges Produkt ab. Durch Behandlung 
mit Alkohol konnte es in kérnigem Zustand und schlieBlich in die Bi- 
uretbase iibergefiihrt werden. In der Mutterlauge war die Jaffésche 
Reaktion positiv. Wir vereinigten die Mutterlaugen und versetzten sie 
mit einem Uberschu8 an alkoholischer Pikrolonsiiure. Wir fraktionierten 
dann aus Alkohol und schlieBlich aus Wasser. Die vorletzte Fraktion 
zeigte die Jaffésche Reaktion am stiirksten. Nach ihrer Zerlegung 
(1,8 g) mit Normalschwefe!lsiure erhielten wir cine sirupése Masse, die 
sich bei der Umwandlung in das Pikrat als nicht einheitlich erwies. 
So war es auch hier nicht mdglich, das Reaktiopsprodukt des Guanidin- 
derivates mit dem Ester zu isolieren, weil seine Menge zu geringfigig 
war. Dagegen konnte der gréBte Teil der Base (ber. 3,9 g aus Pikro- 
lonat) als Pikronolat vom Schmelzp. 287° zuriickgewonnen werden. 
Obgleich beim Monomethylderivat eine gréBere Beteiligung an der 
Reaktion mit dem Ester an der Ammoniakabspaltung und der intensiver 
ausfallenden Jafféschen Probe angenommen werden kann, so blieb sie, 
quantitativ betrachtet, doch weit hinter der Wirkung des unsubstitu- 


ierten Guanidins zuriick. 


N-Isoamylguanidin (Dihydrogalegin) und Glykokollathylester. 


Das Isoamylguanidin bereiteten wir nach Schenck und Kirch- 
hof') aus Isoamylamin und §S-Methylisothioharnstoffhydrojodid und 
reinigten es tiber das Pikronolat. Dessen Zerlegung nimmt man zweck- 
miiBig mit konzentrierter Salzsiiure in der Kialte vor. So wurden 10 ¢ 
des gepulverten Pikronolats mit 50 ccm kalter konzentrierter Salzsiiure 
einige Minuten in der Reibschale verrieben und alsbald, sobald die ganze 
Masse blaBgelb erschien, scharf abgenutscht (Glasfilter!) Dann wurde 
mit 10—15 cem Salzsiiure nachgewaschen. Das mit Wasser auf das 
doppelte Volumen verdiinnte Filtrat wurde nach zweimaligem Ausithern 
im Vakuum zur Trockne gebracht, der Salzsiureiiberschu8 durch Wieder- 
aufnehmen und Einengen beseitigt und das schwach gelb gefirbte 
Hydrochlorid nach der Silbersulfat-Bariumhydroxydmethode unter Aus- 
schlub von Luftkoblensiiure in die Base iibergefiihrt (85°/, Ausbeute). 

3,6 ¢ der rasch zerkleinerten Basenkrystalldrusen wurden bei 0° 
mit 38g (etwa 1:1 Mol.) des Esters verriihrt. Erst bei 18° erfolgte 
Selbsterwiirmung auf etwa 60°. Das Gemisch roch nur schwach nach 
Ammoniak. Der Gewichtsverlust war auch nach dem Evakuieren nu: 
gering. Nachdem noch 5 Minuten bei 60° im Vakuum behandelt worde: 





1) Diese Zs. Bd. 158, S. 93 (1926). 
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war, verrieben wir das sirupése Gemisch mit absolutem Alkohol. 0,7 ¢ 
weiBes, krystallines Pulver blieben ungelést und stellten sich nach dem 
Auswaschen als ein Gemisch von Biuretbase und wenig Glycinanhydrid 
heraus. Jaffésche Reaktion negativ, Biuret- und Carbonylprobe positiv. 
Verkohlung gegen 280°. Das alkoholische Filtrat zeigte ebenfalls keine 
Jaffésche Reaktion. Wir lieBen es, auf cin kleines Volumen gebracht, 
einige Tage im Brutraum unter Verschlu8 stehen, filtrierten von aus- 
geschiedenem Dioxopiperazin ab und versetzten es mit alkoholischer 
Pikrolonsiurelésung in geringem Uberschu8. Die drei ersten Fraktionen 
des schwer léslichen Pikrolonats im Gesamtgewicht von 10,05 g (ber. 
10,8) zeigten, aus Wasser umkrystallisiert, den richtigen Schmelzp. 282°. 
Somit war fast alles angewandte Dihydrogalegin zuriickgewonnen 
worden. 


N-a-Naphthylguanidin und Glykokollathylester. 


Aus dem a-Naphthylaminnitrat wurde durch Kochen mit Cyanamid 
in konzentrierter alkoholischer Lésung das Nitrat des a-Naphthylguani- 
dins und hieraus durch Alkali in Wasser und Ausithern die freie Base 
hergestellt. Schmelzp. 131°. ') 

1,85 g des Guanidinderivats wurden mit 2,8 g frisch bereitetem, 
trocknem Glykokollithylester (1:2 Mol.) bei 0° in Beriihrung gebracht. 
Alsbald entstand eine klare Lésung. Bis 20° war keine Reaktion wahr- 
zunehmen. Dann erwiirmte sich die Lésung selbst auf 42°. Gleich- 
zeitig triibte sie sich. Ammoniakgeruch konnte nicht festgestellt werden, 
auch nicht nach dem Erhitzen auf 80° wiihrend 10 Minuten. Vorher 


| hatten sich bereits feinbliittrige Krystalle abgeschieden, und die Masse 
war allmihlich fest geworden. Sie wurde mit absolutem Ather verriibrt. 
; Es konnten dann 2 g weiBe, feinkrystallinische, hygroskopische Substanz 


durch Filtration abgetrennt werden, Die Jaffésche Probe gab weder 
diese Substanz, noch die itherische Mutterlauge, bzw. das daraus durch 
2 Petroliither gefillte Ol. Die hygroskopische Substanz wurde aus heiBem 
3 _ Alkohol fraktioniert. 1g blieb dabei als unléslich zuriick. Das Produkt 
1 | bestand aus feinen Krystiillchen, die bei 290° verkohlten. Es zeigte 
Biuret- und Dinitrobenzoesiiurereaktion. Auch der Stickstoffgehalt 
e (22,7°/, N) spricht fiir ein tiquimolekulares Gemisch von Glycinanhydrid 
i _ und Curtiusscher Base (ber. 22,5°/, N). Der alkoholldsliche Anteil 
. war stark basisch und nahm begierig Kohlensiiure aus der Luft auf. 
F Aus der konzentrierten wiBrigen Lésung konnte durch verdiinnte Sal- 
e _  petersiiure Naphthylguanidinnitrat vom Schmelzp. 196° erhalten werden, 
h I auch aus der ersten iitherischen Mutterlauge konnten wir dieses Nitrat 
abscheiden. Seine Gesamtmenge entsprach ungefiihr der angewandten 
Basenmenge. 





1) R Klingner, Dissertation Leipzig 1926, S. 82. 
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Das Guanidinderivat trat offenbar nur insofern in Beziehung zuin 
Glykokollester, als es dessen Umwandlung in Glycinanhydrid und Bi- 
uretbase beschleunigte. 


Acetylguanidin ond Glykokollathylester. 


3g feingepulvertes und gesiebtes, trecknes Acetylguanidin wurden 
bei — 10° mit 6 g Glykokolliithylester (1:2 Mol.) ibergossen und innig 
verriihrt. Hierbei stieg die Temperatur langsam auf 30°, ohne daB er- 
kennbare Lésung eintrat. Ammoniakgeruch konnte nicht wahrgenommen 
werden. Die milchige Suspension firbte sich schwach gelb, Auch bei 
Zufiihrung von Wirme bis auf 60° wurde keine Ammoniakabspaltung 
und auch keine weitere exotherme Reaktion beobachtet. 

Der mit Ather gewaschene Filtrationsriickstand betrug 2,8 g und 
zeigte Schmelzp. 193° (Zersetzung). Er stellte sich als unveriindertes 
Acetylguanidin heraus. Die Mutterlauge zeigte keine Verfirbung mit 
alkalischer Pikrinsiurelésung, dagegen war die Biuretreaktion positiv, 
und Dinitrobenzoesiiurelésung lieferte in Sodalésung schwache Rot- 
firbung. Diese Reaktionen zeigt aber der fiir sich auf diese Temperatur 
gebrachte Ester auch, nur nicht so stark. Offenbar beschleunigte das 
Guanidinderivat die Esterselbstkondensation. 


Hippuryl-guanidin.’} 


NH 
CoH;*CO+-NH-CH,+CO-NH-C¢ Mol.-Gew.: 220. 
‘NH, 

Ausgangsmaterial: Hippursiiureithylester und Guanidin. Der 
Hippursiureithylester wird am besten nach E. Fischer?) tiber Hippuryl- 
chlorid hergestelit. Die Darstellung aus Hippursiure — gelést in absolutem 
Alkohol — und Einleiten gasférmiger Salzsiiure liefert zwar bessere 
Ausbeute, aber ein weniger reines Priiparat. 

Das Guanidin wurde wegen seiner Zersetzlichkeit aus Guanidin- 
carbonat frisch hergestellt. Dieses wurde in der berechneten Menge 
verdiinnter Schwefelsiiure aufgelést, die Kohlensiiure am Wasserbade 
vertrieben und die Schwefelsiiure durch die genau berechnete Menge 
reinsten Bariumhydroxyds entfernt. 

Vorversuch: Um etwaige Abspaltung von NH, bei der Ein- 
wirkung von Guanidin auf Hippursiiureithylester nachweisen zu kénnen, 
wurden im Mikrokjeldahlapparat 0,002 Mol. Ester mit 0,004 Mol. Guanidin 
— letzteres in 5 ecm absolutem Alkohol gelést — vermischt und ein 
langsamer Luftstrom durch das Gemisch geleitet. Vorgelegt wurden 


‘) Wir verdanken die Durchfiihrung dieser Versuche Herrn Dr. Reich. 
*) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 38 8S. 605 (1905). 
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10 cem n/10-H,SO,, auBerdem war der Apparat mit einer KOH-Wasch- 
flasche verbunden, um die Kohlensiiure der Luft — zur Vermeidung 
der Salzbildung — zu absorbieren. Nach 40 Minuten wurde mit 9,7 ccm 
n/10-NaOH zuriicktitriert. Verbraucht: 0,3 cem n/10-Siiure. Nach 
weiteren 2 Stunden war der Verbrauch an n/i0-Siiure 0,2 cem. Die vor- 
stehenden Messungen wurden bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. Als 
dann mittels Wasserbades auf 80° erhitzt wurde, betrug nach 7 Stunden 
der Verbrauch an n/10-Siure 1,8 cem. Derselbe Wert wurde bei einem 
Kontrollversuch mit Guanidin ohne Ester gefunden. Es konnte also bei 
dieser Reaktion keine Bildung von NH, nachgewiesen werden, vielmehr 
beruhen die kleinen Differenzen auf der Selbstzersetzung des Guanidins. 

Hauptversuch: 5,5 g Hippursiureiithylester (1 Mol) wurde bei 
Zimmertemperatur mit 3,2 g Guanidin (2 Mol) in einer Kiivette innig 
vermischt. Nach dem Umriihren verwandelte sich das Gemisch zu einer 
gelben, breiigen Masse, die nach kurzer Zeit erstarrte. Die Temperatur 
stieg auf 42°. Es war kein Geruch nach NH, wahrnehmbar, dagegen 
lieB sich deutlich das Auftreten yon Athylalkohol erkennen. Es wurde 
40 Minuten lang evakuiert. Die Gewichtsabnahme betrug etwa 0,2 g. 
Nachdem das Reaktionsprodukt 6 Stunden lang aufbewahrt war, wurde 
es weiter verarbeitet. In viel Alkohol war es léslich, in Aceton und 
Essigester, wie in den meisten gebriuchlichsten Lisungsmitteln un- 
lislich. Das Produkt wurde dreimal mit eiskaltem Wasser verrieben 
und jedesmal abgesaugt und dann in ganz kleinen Portionen aus Wasser 
umkrystallisiert, wobei darauf geachtet wurde, daB die Temperatur 
nicht tiber 50—60° stieg. Bei héherer Temperatur und Anwendung 
gréBerer Portionen zersetzte sich die Substanz unter NH,-Entwicklung. 
Nach vorsichtigem, mehrmaligem Umkrystallieren — wobei jedesmal mit 
kaltem Alkohol nachgewaschen wurde — wurde der Schmelzpunkt der 
scharf getrockneten, spitzen Niidelchen zu 183° gefunden, wobei Zer- 
setzung unter Braunfirbung eintrat. Ausbeute gering. 

Biuretreaktion, Jaffésche und Anhydridreaktion negativ. Das 
Produkt gibt ein schwer lésliches Pikrat: zu Krystallbiischeln vereinigte 
kleine Nidelchen, ohne scharfen Schmelzpunkt. Zersetzung oberhalb 320°. 

Zur Analyse wurde die Substanz 3 Stunden bei 110° im Vakuum 
getrocknet. 

0,1282 g Substanz gaben 0,2582 g CO,, 0,0689 g H,0O. 


0,0287 g " 5» 9,25 eem n/10-H,SO,. 
C,,H,,0.N, (220) Ber. C 54,6°/, H5,5°/,  N 25,5°/, 
Gef. ,, 54,9 , 6,0 » 25,62 


Aus den wiiBbrigen Mutterlaugen konnte noch eine kleine Menge 
der Verbindung vom Schmelzp. 183° gewonnen werden. Sodann wurden 
die Mutterlaugen zwecks weiterer Untersuchung zur Trockne eingedampft 
und mehrere Male mit Alkobol behandelt. Das Filtrat wurde hierauf 
nach der Einengung mit Wasser aufgenommen. Die Lésung wurde 
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nunmehr mit waBriger Pikrinsiure versetzt, das ausgefallene Pikrat 
(6 g = 1,6 g Guanidin) in viel siedendem Wasser gelést und der Reihe 
nach drei verschiedene Krystallfraktionen isoliert. Fraktion I wurde 
nochmals umkrystallisiert — kein scharfer Schmelzpunkt, sondern nicht 
charakteristische Zersetzung oberhalb 310° — und nach dem Trocknen 
bei 80° im Vakuum analysiert. 


0,1437 g Substanz gaben 0,1525 g CO,, 0,0402 g H,0. 


0,03389 ¢ . » 6,92 eem n/10-H,SQ,. 
Ber. fiir Guanidinpikrat C,;H,O,N, (288) 
C 29,17,°/5 H 2,8 °, N 29,2 °/, 
Gef. ,, 28,95 ~ 5» 28,6 


Fraktion I ist also Guanidinpikrat. Die Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl wurde in der Weise ausgefiihrt, daB der Nitrokérper 
dreimal mit Schwefel und Oleum reduziert und jedesmal 1 Stunde am 
Wasserbad erhitzt wurde. Man bekommt dabei etwas zu niedrige Werte. 

Die Fraktionen II und III waren nicht einheitlich, sondern wit 
weiBen Krystallniidelchen (Anhydrid und Hippursiure?) durehsetzt und 
konnten nicht vollsténdig rein erhalten werden. 

Es wurde auch die Reaktion zwischen Hippursiuremethy lester 
und Guanidin untersucht. Es wurde zwar Erwirmung und Erstarrung 
beobachtet, jedoch war bei sofortiger Aufarbeitung und bei einer ana- 
logen Arbeitsweise, wie beim Athylester, kein in Wasser schwer lés- 
liches Produkt zu erhalten. 


Guanidoniumsalz des Acetyl-glycins.’) 
NH, 
CH,-CO-NH-CH,-COO-C—NH, = Mol.-Gew. 176. 
NN, 

Ausgangsmaterial: Acetylglycinaéthylester und Guanidin. Das 
Acetylglycin wurde durch Erwirmung von Glykokoll mit iiberschiissigem 
Essigsiureanhydrid gewonnen.’) 

Vorversuch: Um das bei der Reaktion etwa zur Abspaltung 
kommende NH, zu bestimmen, wurde ebenso verfahren, wie beim Hippur- 
siuremethylester. Angewandt wurden 0,2900 g Ester (0,002 Mol) und 
0,240 g (0,004 Mol) frisch hergestelltes Guauidin, in 5 cem absolutem 
Alkohol gelést. 

Bei Zimmertemperatur: Vorgelegt 10 cem n/10-H,SO,-Losung. 
Nach 1 Stunde wurde zuriicktitiert mit 9,8 ecm n/10-NaOH. Verbraucht: 
0,2 cem. 

Bei 60°: Nach 90 Minuten wurde der Versuch abgebrochen. Bei 


') Diese Versuche sind von Herrn Dr. Reich durchgefihrt worden. 
*) Curtius u. Radenhausen, Jl. fiir prakt. Chem. (2) Bd. 52, 
S. 433 (1895). 
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10 cem vorgelegter n/10-NaOQH wurde mit 9,6 cem n 10-H,SO, zuriick- 
titriert. Verbraucht: 0,4 ccm. Zusammenfassend kann man sagen, dab 
bei der Einwirkung von Guanidin auf Acetylglyciniithylester kein NH, 
abgespalten wird und die kleinen Differenzen auf Selbstzersetzung des 
Guanidins zuriickzufihren sind. 

Hauptversuch: In einer Kiivette werden 38,1 g (1 Mol) Acetyl- 
glycinithylester mit 2,5 g (2 Mol) Guanidin bei Zimmertemperatur mit 
einem Thermometer innig vermischt. Die Temperatur stieg sofort auf 
60°. Es erfolgte fast klare gelbe Lésung. Sodann wurde iiber Nacht 
bei 0° stehen gelassen. Das gelbe Ol wurde ziih und, nachdem es 
einige Zeit in einer Kiltemischung gestanden war, erstarrte es zu einer 
farblosen Masse. In heiBem Alkohol war das Reaktionsprodukt schwer 
léslich, unléslich in Ather, Aceton, Essigester, Benzol, Chloroform. In 
kaltem Wasser war es spielend leicht léslich. 

Um das iiberschiissige Guanidin zu entferuen, wurde mebrere Male 
mit wenig absolutem Alkohol griindlich verrieben, scharf abgesaugt und 
am Wasserbad getrocknet. Ausbeute an Robprodukt: 2,6 g (70°/, der 
Theorie). Schmelzp. 205—210°. Nach 3 maligem Umkrystallisieren aus 
90°/,igem Alkohol stieg der Schmelzpunkt auf 217—218° Aus den 
verschiedenen Mutterlaugen kann man durch Fallen mit Ather — bei 
0° — noch eine kleine Menge weniger reines Produkt erhalten. Jaffé- 
sche Reaktion = negativ; Anhydridreaktion = negativ. 

Zur Analyse wurde die Substanz 4 Stunden bei 110° im Vakuum 
getrocknet. 

0,0470 g Substanz gaben 10,85 cem n/10-H,SQ,. 


0,2235 g “ »  0,2745 g CO,, 0,1383 g H,O. 
Ber. fiir das Guanidoniumsalz des Acetylglycins C,H,,0,N, (176) 
C 34,09°/, H 6,8°/, N 31,8%, 
Gef. ,, 38,51 y 6,9 » 32,8 


Auf Zusatz von 1 Mol wibriger Pikrinsiurelésung fiillt ein in 
schénen Nidelchen krystallisierendes Pikrat aus, das bei 330° noch 
nicht schmilzt, sondern sich unter Dunkelfirbung zersetzt. 

Wir haben schlieBlich noch, um die angenommene Konstitution 
der gewonnenen Verbindung sicherzustellen, aus 0,2 g Substanz mit 
0,32 g Pikrinsiure (1 Mol) das Pikrat dargestellt. Dieses wurde ab- 
filtriert. Im Filtrat entfernten wir die iiberschiissige Pikrinsiiure nach 
Zusatz eines Uberschusses an Schwefelsiiure mittels Athers. Dann fiillten 
wir die Schwefelsiure quantitativ mit Baryt. Wir gewannen beim Ver- 
dampfen des Filtrates des Bariumsulfatniederschlages 0,1173 g Substanz. 
Sie erwies sich als Acetyl-glycin. 
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Die Urikolyse. 
I. Mitteilung.*) 


Von 
K. Felix, Fr. Scheel und W. Schuler. 
Mit 4 Figuren im Text. 
(Aus dem Laboratorium der II, Medizin. Klinik der Universitat Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen ain 13, Oktober 1928.) 


Mit Ausnahme des Menschen und der anthropoiden Affen 
bauen die Siéugetiere die Harnsiiure zu Allantoin und Kohlen- 
siure ab. Sie besitzen dazu in verschiedenen Organen, vor 
allem Leber und Niere, ein Ferment, die sogenannte Urikase 
oder das urikolytische Ferment. Die Endprodukte der Uri- 
kolyse sind zusammen um zwei Wasserstoff- und zwei Sauer- 
stoflatome reicher als die Harnsiure. 

Cy,H,OsN,4 Urikase C,H,O,N, + CO, 
Harnsiaure — Allantoin 

Dieses Resultat ist durch die Aufnahme von einem Atom 
Sauerstoff und einem Molekiil Wasser pro Molekiil Harnsiure 
im Verlauf der Reaktion zu erkliren. Der Gesamtvorgang 
der Urikolyse muB sich demnach aus mehreren Teilreaktionen 
aufbauen: einer Oxydation, einer Wasseraufnahme und einer 
Abspaltung von Kohlensiiure. Die Oxydation kann selbst 
wieder im Sinne Wielands in eine primaire Wasseraufnahme 


und nachfolgende Dehydrierung gegliedert sein. 


*) Teilweise auf dem 40. Kongref fiir Innere Medizin 1928 vor- 


getragen. 
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Fiir die Aufklirung der verschiedenen Zwischenstufen, 
welche die Harnsaiure bis zum Allantoin durchlaufen muB, 
wire es von gréBter Bedeutung, wenn es geliinge, den kom- 
plizierten Gesamtvorgang der Urikolyse in die Teilreaktionen 
zu zerlegen und zu ermitteln, in welcher Reihe sie aufeinander 
folgen oder wenigstens ihn auf einer bestimmten Stufe zum 
Stehen zu bringen. 

Fiir unsere Versuche verwandten wir hauptsiichlich ge- 
trocknete und gepulverte Schweineleber als Fermentpriiparat; 
wir haben auch Extrakte dargestellt, die aber ihre Wirksam- 
keit nicht lange genug behielten, so daB wir das Leberpulver 
vorzogen, um ein konstantes Material zu haben. Mit ihm 
lieBen sich die Versuche in allen Einzelheiten reproduzieren. 
Innerhalb gewisser Grenzen war der Abbau der Harnsiiure 
der angewandten Fermentmenge proportional. Am zweck- 
miBigsten erwies sich der Ansatz von 1g Leberpulver auf 
100 mg Harnsiure, die unter diesen Bedingungen und bei 87° 
in etwa 5 Stunden abgebaut werden. Durch Kochen wird das 
Leberpulver unwirksam, bei Abkihlung unter 23° wirkt es 
sehr schwach. Wir arbeiteten meist bei 37—38° und ver- 
folgten den Fortgang der Reaktion durch Bestimmung der Ab- 
nahme der Harnsiure teils nach O. Folin und H. Wu), teils 
nach F, Flatow’) und der Produktion von Kohlensiure nach 
D. D. van Slyke.’) In einer besonderen Versuchsreihe wurde 
auch noch der Sauerstoffverbrauch in einer eigenen Apparatur 
ermittelt. 

Bei der Priifung des Einflusses der Wasserstoffionenkon- 
zentration auf die Urikolyse ergaben sich fiir die Abspaltung 
der Kohlensiure ein Optimum, das scharf bei p,, 9,9 liegt 
und fiir den Abbau der Harnsiure eines bei p,, 8,9 und ein 
zweites bei p,, 9,9—10,0, welch letzteres also mit dem Opti- 
mum der Kohlensiureproduktion zusammenfallt (Fig. 1). 

Die Lage der Optima in dem stark alkalischen Bereich 
hat die Urikase mit einem anderen Ferment der Leber, der 
Arginase, gemein. Es ist bis jetzt noch nicht bekannt, daB in 
der tierischen Zelle so stark alkalische Reaktionen auftreten 
kénnen. Doch laBt sich denken, daB durch die physikalisch- 
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chemischen Zustinde in der Zelle die Lage des Optimums 
nach der neutralen Seite verschoben wird. Bei neutraler Re- 
aktion ist die Urikolyse noch deutlich nachweisbar. 

Im Bereich des ersten Optimums wird nur wenig Kohlen- 
siure gebildet, nur ein Bruchteil derjenigen, die aus der ab- 
gebauten Harnsiure zu erwarten ist. Ihre Menge hingt 
wesentlich von der Dauer des Versuchs ab. Unterbricht man 
ihn gerade in dem Punkt, wo alle Harnsiure abgebaut ist, 
d. h. mit dem Folinschen Harnsiurereagens keine Blaufarbung 





pg 0, mgr Cp 
ODQGOCDITL en ts tong 34) 
, a k 
9 
A f [ 
al \ i 
$94 \ i 4 \ } 8 
i / \ 
7 / oo ae 
“84 a ae 
5| , A OF 
; : \ | 
hy ‘ \ \ 
‘ | 7 . \ \ ) 
5 | al J ‘ \ | 
a t \ 
1p re ‘ $ 
és , \ \ | 
| f + ie 
oe / 1 \Ly 
, y / \ 
’ rd / \ | 
29 i eee / \ } 

46 - om / a 
10 | Fad bie ma a . 
| ao”? a it ell “ 1 
re, es ger ¢ 2 
' ] 
+4 L, 
j } 
ba { 

} 
EE, eS ee oe ee eee eS See ey ee ee ee 7) 
L hy &o G2 oY 26 a 1: 

Fig. 1. Py, Optimum fir Harnsiureabbau und Kohlensdurebildung. 


Harnsdureabbau. - — — - Kohlensiiurebildung. (Der Mafstab entspricht der 
joweils 100°/,igen Menge.) 


mehr eintritt, so betrigt die Kohlensiureproduktion nur etwa 
ein Fiinftel der berechneten. In einzelnen Versuchen fanden 
wir sogar noch weniger. 

Diese Phase der Urikolyse ist an die Gegenwart von 
Sauerstoft gebunden. Die Versuche, in denen wir den Sauer- 
stofiverbrauch bei p,, 8,9 bestimmt haben, ergeben ganz ein- 
deutig, daB von einem Molekiil Harnsaéure genau 1 Atom Sauer- 


stoff aufgenommen wird (Fig. 2). 





la ton! 
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Bei der Titration der Harnsiure mit Kaliumpermanganat 
in saurer Lésung wird etwas mehr als 1 Atom Sauerstoff ver- 
braucht, da die Oxydation teilweise iiber die Stufe des Allan- 
toins hinaus geht. Den Verbrauch an Sauerstoff kann man 
so einfach und sicher bestimmen, daB sich auf dieser Ferment- 
reaktion wahrscheinlich eine sehr bequeme quantitative Harn- 
siurebestimmung aufbauen 1aBt. 
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Fig. 2. Zeitlicher Verlauf des Harnsiureabbaues, des Sauerstoffverbrauchs und der 
Kohlensdurebildung. 

Harnsdureabbau nach Sauerstoffverbrauch berechnet. 

© © _ Harnsdureabbau gefunden. —+—.+—-— Sauerstoffverbrauch. 

—-—-— — Kohlensdurebildung. 





Wir haben eine gréBere Menge Harnséure bei dem ersten 
Optimum vollstindig abbauen lassen, dann das Ferment ent- 
fernt und auf das Verdauungsgut neues Ferment bei verschie- 
denen Wasserstoffionenkonzentrationen einwirken lassen. Ks 
ergab sich, wie die Figur 3 zeigt, auch unter diesen Bedin- 
gungen fiir die Abspaltung der Kohlensiure ein Optimum von 
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P,, 9,9 wie bei der direkten Kinwirkung der Leber auf die 
Harnsiiure. Die Produktion von Kohlensiure geht auch in 
Gegenwart von Stickstoff vor sich, hat also mit der Oxydation 
nichts mehr zu tun. 
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Fig. 3. P,,-Optimum der Kohlensdureabspaltung. 


Es ist nach diesen Versuchen somit méglich, aus den 
verschiedenen Teilreaktionen der Urikolyse, die man nach der 
Reaktionsgleichung annehmen muB, in der Tat zwei herauszu- 
schilen und zu messen: einerseits die Oxydation und anderer- 
seits die Abspaltung der Kohlensiiure; iiber die dritte Teil- 
reaktion, die Wasseraufnahme, ihre Gré8e und ihren zeitlichen 
Eintritt, 1aBt sich aus unseren Versuchen nichts schlieBen. 
Fiir die weitere Aufklirung der Urikolyse ist es aber wertvoll, 
daB man sie in zwei Phasen zerlegen kann. In der ersten 
Phase bleibt der Abbau des gréBten Teiles der Harnsiure 
auf einer Zwischenstufe stehen, aus der dann in der zweiten 
Phase durch Abspaltung von Kohlensiure das Allantoin ge- 
bildet wird. 

Man kann versuchen, aus einem Ansatz mit groBen 
Mengen Harnsiure dieses Zwischenprodukt zu isolieren oder 
auf mutmaBliche synthetisierte Zwischenprodukte Leberpulver 
bei p,, 9,9 einwirken lassen und priifen, ob Kohlensaure ab- 
gespalten wird. Dieser zweite Weg ist analog dem, welchen 
bereits K. Thomas®) und H. Briinig, F. Einecke, E. Peters, 
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R. Rabl und K. Viehl*) zur Untersuchung der Allantoin- 
bildung im Tierkérper eingeschlagen haben. 

Bei der Ahnlichkeit der Oxydation der Harnsiiure durch 
Permanganat in alkalischer Lésung mit der biologischen Oxy- 
dation liegt es nahe, anzunehmen, daB beide iiber dasselbe 
Zwischenprodukt, die Uroxansiure, verlaufen. Denn sie geht 
auBerordentlich leicht unter Abspaltung von Kohlensiiure in 
Allantoin iiber und kann wegen dieser Zersetzlichkeit in Tier- 
versuchen schlecht verwendet werden. Wir lieBen in mehreren 
Versuchen Leberpulver bei p,, 9,9 und anderen Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen auf das Kaliumsalz der Uroxansiiure ein- 
wirken, konnten aber niemals eine nennenswerte Kohlensiure- 
bildung feststellen. So scheint die Uroxansiiure, wenigstens 
in der Form, wie sie nach H. Biltz und R. Robl?) erhalten 
wird, kein Zwischenprodukt der biologischen Allantoinbildung 
zu sein. In dieser Hinsicht wiirden sich somit die beiden 
Oxydationen unterscheiden. Bei der Permanganatoxydation 
werden nach der Formel der Uroxansiure (C,H,N,O,) in erster 
Phase 1 Atom Sauerstoff und 2 Molekiile Wasser aufgenommen, 
Vielleicht betrifft der Unterschied die Wasseraufnahme. 

In beiden Phasen werden die Vorgiinge durch Fermente 
geleitet. Denn Versuche, die kein oder nur gekochtes Leber- 
pulver enthielten, aber sonst gleich angesetzt waren wie die 
Fermentversuche, gaben keinen Abbau der Harnsiiure, bzw. 
keine Kohlensiure aus dem Zwischenprodukt. Die Urikase 
besteht also aus mehreren Teilfermenten. 

Im experimentellen Teil wird noch iiber einige Vorver- 
suche berichtet, die Fermente aus dem Leberpulver zu extra- 
hieren, wovon hier nur erwdhnt sei, daB durch Extraktion bei 
P, 8,9 ein Praparat erhalten wird, das reich an dem oxydie- 
renden und arm an dem decarboxylierenden Ferment ist. 


Experimenteller Teil. 


1. Bestimmung des p,,-Optimums. 


Wie bereits im allgemeinen Teil hervorgehoben wurde, 
haben wir die meisten Versuche mit Leberpulver ausgefiihrt, 
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das in der iiblichen Weise durch Trocknen mit Aceton und 
Ather aus frischen Schweinelebern hergesteilt wurde. Nach 
zahlreichen Vorversuchen erwies sich folgende Anordnung als 


die zweckmiaBigste. 

Um die verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen jeweils leicht 
einstellen zu kénnen, haben wir zuniichst das Lithiumurat bzw. eine 
Mischung aus iiquivalenten Teilen Harnsiiure und Lithiumearbonat, die 
wir in den ersten Versuchen verwandten, und auch das Leberpulver 
elektrometrisch bis py 11 titriert. Die Werte wurden in eine Kurve 
eingetragen, aus der man die nétige Salzsiiure oder Natronlauge ablesen 
konnte, die man zusetzen muBte, um das gewiinschte p,, zu erhalten. 
Die Titrationen wurden in einer Elektrode besonderer Form vor- 
genommen, die von W. Schuler an anderer Stelle beschrieben wird. 

Fiir den Versuch wurde eine abgewogene Menge Harnsiiure plus 
Lithiumearbonat oder Lithiumurat in Wasser aufgelést, auf das ge- 
wiinschte py eingestellt und der entsprechende Boratpuffer zugegeben. 
In den ersten Versuchen benutzten wir auch Ammoniak-Ammonchlorid- 
puffer, verlieBen ihn aber wieder, da bei gréBeren Konzentrationen der 
Harnsiiure und stirker alkalischer Reaktion die Schwerldéslichkeit des 
Ammonurats stérte. Auf 100 mg Harnsiiure wurde 1 g Leberpulver ver- 
wandt. Mit Wasser wurde noch auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt, 
das p;; der gesamten Mischung noch einmal kontrolliert und schlieBlich 
mit Toluol und einigen Tropfen Oktylalkohol tiberschichtet. 

Als ReaktionsgefiB diente bei kleineren Mengen ein gréBeres Re- 
agenzglas, bei gréBeren Mengen ein kleiner Kjeldahlkolben. Sie wurden 
mit einem doppelt durchbohrten Stépsel verschlossen. Durch das eine 
Loch fiihrte ein am Ende etwas ausgezogenes Glasrohr bis zum Boden 
des GefiiBes. durch das andere ein kurzes, das unter dem Stépsel endete. 
Durch das erste wurde tiber eine Waschflasche mit 33°/, Natronlauge 
der Sauerstoff aus einer Bombe in miBigem Strom zugefiihrt. Das 
kurze Rohr war mit einer Vorlage verbunden, die 0,1 n-Barytlauge ent- 
hielt, um die durch den Sauerstoffstrom ausgetriebene Kohlensiiure auf- 
zufangen. Die Vorlage hatte die Form des AbsorptionsgefiBes, welches 
J. Lindner’) fiir die Mikrobestimmung des Kohlenstoffs angegeben hat. 
Das Reaktionsgefi8 hing in einem Thermostaten von meist 37—38°. 

Den Fortgang der Reaktion verfolgten wir durch Bestimmung der 
Harnsiure, colorimetrisch nach O. Folin und H. Wu’), in den spiiteren 
Versuchen auch ferrocyanometrisch nach L. Flatow.*) Die in der 
Barytlauge aufgefangene Kohlensiiure wurde durch Titration mit 0,1 n- 
Salzsiiure gegen Phenolphthalein, ferner die in der Reaktionsfliissigkeit 
verbliebene nach dem manometrischen Verfahren von D. D. van Slyke’) 
ermittelt. Wir haben uns durch besondere Versuche iiberzeugt, daB bei 
dieser Anordnung keine Kohlensiure der Bestimmung entgeht. Sie lieb 
sich auf Bruchteile eines Milligramms genau bestimmen. 
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Von den Versuchen zur Festlegung des p,,-Optimums seien 
hier nur zwei wiedergegeben (Tab. 1 u. 2), Im ersten wurde 
nur die Abnahme der Harnsiiure, im zweiten auBerdem noch die 
Bildung der Kohlensiure bestimmt. Im ersten haben wir wenig 
Ferment und im zweiten eine kurze Verdauungszeit gewiihlt, 
damit die férdernde bzw. hemmende Wirkung der Wasserstoft- 
ionenkonzentration besser zum Ausdruck kommt. Der Abbau 
der Harnsiure ist in Milligramm und in Prozenten der an- 
gewandten Menge angegeben und ebenso die freigewordene 
Kohlensiiure. Bei ihr beziehen sich die Prozente auf die Menge ~ 
Kohlensaiure, die aus der abgebauten Harnsiiure zu erwarten 
war. Nur bei p,, 9,9 wird die erwartete Menge Kohlensiure 
frei. Dagegen zeigt der Abbau der Harnsiure zwei Optima 
der Wasserstoffionenkonzentration, eines p,, 8,9 und das andere 
bei p,, 9,9—10,0. 

Beim zweiten Optimum ist der Abbau der Harnsiure 
relativ gréBer als beim ersten. Vielleicht hangt das damit 
zusammen, daB im zweiten Fall das unbekannte Zwischen- 
produkt der Oxydation der Harnsiure durch die Abspaltung 
der Kohlensiure immer gleich aus der Reaktion entfernt und 
so das Gleichgewicht der ersten Reaktion im Sinne des Ab- 
baus verschoben wird. 


Tabelle 1. 


Ansatz: 20 mg Harnsiure mit 12 mg Li,CO, in 100ccm Wasser 
gelést, mit 0,1 n-NaOH auf das jeweilige p,; eingestellt, 10 ccm Borat- 
puffer, 300 mg Leberpulver. Temperatur 37,5°. Sauerstoff durchgeleitet. 
Dauer: 6 Stunden. ; 











pi| 7,5| 7,9| 8,3] 8,5] 8,7| 8,9] 9,1! 9,8) 9,5] 9,9 /10,3 
Abbau der {me 2,6| 2,6) 3,4| 3,7) 4,6  5,7| 4,6 15 8,5 /10,0| 9,8 
Harnsiiure | %/,| 13 | 13 | 17] 19 | 23 | 29 | 23 | 38 41 | 50) 49 





In besonderen Versuchen haben wir festgestellt, daB die 
alkalische Reaktion allein, auch in Gegenwart von Leberpulver, 
das eine halbe Stunde in Wasser gekocht worden war, die 
Harnsiiure in den Versuchszeiten nicht verindert. 

Der EinfluB der Anderung der Ferment- und der Sub- 
stratmenge auf den Vorgang ist ahnlich wie bei anderen Fer- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXX, 7 
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Tabellie 2. 


Ansatz: 100 mg Harnsiure, 60 mg Li,CO, in 50 ccm Wasser geldést, 
mit 0,1 n-NaOH auf das py, eingestellt, 10 ccm Boratpuffer, 1 g Leber- 
pulver. Temperatur 32°, Sauerstoff durchgeleitet. Dauer: 2 Stunden. 





pu] 80/85 87 8,9 9,2 | 9,5 | 9,75, 9,8| 9,9 |10,0 |10,2 


Abbau der {ime 12.7 21,3 21,3 31,3 21,3 [22,8 34,1 | 82,1 |31,8 |82,9 12,6 
Harnsiiure | °/, | 15,3 25,9 25,9 38 25,9 27,7 41,4 89 [88 [40 [15,3 








Gebildete (ms 1,65, 2,91 3,52 2,92 2,36 2,89 5,28 6,3| 8,87! 5,65, 1,89 
co, | 50 | 52 63 36 42 | 60 60 | 85 | 108| 65 | 57 





menten. Bei gleicher Ferment- aber steigender Harnsiure- 
menge wird relativ weniger, absolut aber mehr abgebaut. 
Andererseits nimmt bei gleicher Harnsiuremenge der Abbau 
mit der Fermentmenge zu (Tab. 3 u. 4). 


Tabelle 3. 


Ansatz: 100 mg Leberpulver, p;, 9,6, 1 Stunde Sauerstoff bei 32° 
durchgeleitet. 








Harnsaure in mg 10 20 | 30 | 40 | 60 
Abbau . . mg 3.9 58 | 69 | 80° 10,2 
/, 39 | 29 =| 2 | 2 | 1 


Tabelle 4. 


Ansatz: 20 mg Harnsiiure, p;, 9,0. 1 Stunde Sauerstoff bei 32° 
durchgeleitet. 








Leberpulver in mg 50 | 100 200 400 
Abbau. . . mg 1 4,4 | &,8 10,0 
0) 5 | 22 | 44 50 


/0 
Durch Kochen wird das Ferment unwirksam, bei Tem- 
peraturen unter 23° ist die Wirksamkeit stark herabgesetzt. 


2. Trennung in Oxydation und Decarboxylierung. 


Die Méglichkeit dieser Trennung ergibt sich aus den Ver- 
suchen iiber das p,,-Optimum. Durch Einstellung der Reak- 
tion auf das erste Optimum sollte es gelingen, die Harnsiure 
volistiindig abzubauen, ohne daf Kohlensiure gebildet wird. 





er ms i =e qs... . 
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oder wenigstens nicht nennenswerte Mengen. Vollstandig laBt 
sich allerdings die Kohlensiurebildung nicht unterdriicken, 
aber doch so weit einschrinken, daB nur ein Minimum frei 
wird, indem man den Versuch gerade so lange laufen 1iBt, 
bis alle Harnsiiure abgebaut ist. Der zeitliche Abbau der 
Oxydation der Harnsiiure ergibt sich aus folgendem Versuch 
(Tab. 5). 
Tabelle 5. 


Ansatz: 456 mg. Lithiumurat und 4,56 g Leberpulver in 290 cem 
Wasser. py; : 8,9. 








290 
455,9 


232 
419,1 


26 | 52 
52,4/104,4 


82 


142 | 172 
150,0 


Zeit in Minuten. ... . lo 
274,2| 330,0 


Abgebaute Harnsiiure in mg | 0 

















500 mg Harnsiiure werden durch 5 g Leber in rund 
5 Stunden abgebaut. Lat man den Versuch lange genug 
laufen, so wird schlieBlich auch bei p,, 8,9 die Kohlensiure voll- 
standig frei. 

Mit Beriicksichtigung dieser Befunde haben wir verschie- 
dene Mengen Harnsiure bei p,, 8,9 abgebaut und die frei ge- 
wordene Kohlensiiure bestimmt (Tab. 6). 








Tabelle 6. 
ae Leber- Abbau der Harnsiiurebildung 
arnsiure pulver Dauer von CO, a 
mg mg Stunden ", | mg | WP 
100 100 24 84 7,4 28 
500 5000 5 100 38 27 
250 2500 5 100 16 22 
375 5000 H) 100 28 29 

















Unter diesen Bedingungen werden bei 38° nur zwischen 
20 und 30°/, der aus der abgebauten Harnsiiure zu erwartenden 
Kohlensaiure frei gemacht. Es laBt sich also die Urikolyse so 
leiten, daB in erster Phase der gréBte Teil der Harnsiure nur 
bis zum Zwischenprodukt oxydiert wird, aus dem dann in 
zweiter Phase durch Abspaltung von Kohlensiure das Allan- 


toin entsteht. 
7 * 
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400 mg Harnsiure wurden mit 120 mg Lithiumcarbonat gelést und 
bei py 8,9 mit 4 g Leberpulver bei 37° unter Sauerstoffdurchleitung so 
lange stehen gelassen, bis das Folinsche Harnsiurereagens keine Blau- 
fiirbung mehr gab. Dabei trieb der Sauerstoffstrom 30,58 mg CO, in 
die Barytlauge iiber (= 29,8°/,). Dann wurde von dem Leberpulver ab- 
filtriert und aus dem Filtrat das in Lésung gegangene Ferment durch 
kolloidales Eisen entfernt. Das Filtrat vom Eisenadsorbat war frei von 
Koblensiiure. Je 60 cem davon wurden mit 1g Leberpulver versetzt, 
die eine Probe auf py, 9,9 gebracht und die andere auf 8,9 belassen, 
Nach 16 Stunden hatte die erste Probe 34,8 mg und die zweite 25,2 mg 
entwickelt. 

3. Die oxydative Teilreaktion. 


Bearbeitet von W. Schuler.*) 


Der erste Teil der Reaktion ist an die Gegenwart von 
Sauerstoff gebunden. Um ihn quantitativ zu verfolgen, haben 
wir den Sauerstoffverbrauch gasometrisch bestimmt. 


Wir stellten dafiir eine Apparatur zusammen, die der fiir Hydrie- 
rungsversuche im allgemeinen verwendeten nachgebildet ist. Als Reak- 
tionsgefib dient eine doppelwandige Birne A, mit ungefihr 500 cem 
Fassungsraum. An ihrem verjiingten Ende geht sie in ein rechtwinklig 
abgebogenes Rohr (a) tiber, das mit der Gasbiirette verbunden ist. In 
dem Winkel ist in die Birne ein Glasrohr (4) eingelassen, das fast bis 
auf den Boden des Innenraumes fiihrt. Nach auBen setzt es sich iiber 
einen Hahn in das AbnahmegefaB8 (c) fort. Dort hinein wird bei ge- 
éffnetem Hahn durch Heben des NiveaugefiBes an der Biirette die 
Verdauungsfliissigkeit zur Entnahme von Proben getrieben. Seitlich an 
der Birne ist noch ein weiter Tubus mit eingeschliffenem Glasstépsel 
angeschmolzen, durch den die Birne gefiillt wird. Der Stépsel wird mit 
Spiralfedern in dem Tubus festgehalten. 

Die Birne ist durch einen Gummischlauch mit dem Dreiwegehahn 
am oberen Ende der Biirette B verbunden. Diese faBt 100 cem und ist 
in Zehntelkubikzentimeter eingeteilt. Von dem Dreiwegehahn geht ein 
Schlauch iiber eine Waschflasche mit 33°/, Kalilauge zur Sauerstoff- 
bombe. Durch Bedienung des Hahns kann 1. die Biirette mit der Bombe 
zum Fiillen, 2. mit der Birne fiir den Versuch oder 8. die Bombe direkt 
mit der Birne zum Ausspiilen der Luft verbunden werden. In die Ver- 
bindung zur Bombe ist noch ein zweiter Dreiwegehahn eingeschaltet, 
durch den das System mit der AuBenluft verbunden werden kann. An 
das untere Ende der Biirette ist das NiveaugefiB a angeschlossen; es 


*) Bei diesen Versuchen, die mehrere Bestimmungen gleichzeitig 
erfordern, hat uns Herr Dr. A. Lang unterstiitzt. 
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hangt an einer Kette, die iiber eine Rolle liuft und am anderen Ende 
ein Gegengewicht triigt. Wihrend des Versuches wird es stindig mit 
der Hand auf Niveaugleichheit eingestellt. Als Sperrfliissigkeit dient 
Wasser. 

Fiir die Genauigkeit des Versuches ist konstante Temperatur der 
Verdauungsfliissigkeit wihrend der ganzen Dauer von wesentlicher Be- 
deutung. Dazu wird der Hohlraum zwischen den beiden Wandungen 
der Birne mit Wasser von 38° durchstrémt. Das Wasser wird aus 
einem groBen Thermostaten, der seine Temperatur auf mindestens 0,1° 
genau konstant hilt, entnommen und durch eine Pumpe dauernd in 
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Fig. 4, 


lebhafter Zirkulation erhalten. Wir beniitzen dazu eine Schlauchquetsch- 
pumpe (, wie wir sie auch fiir Durchstrémung iiberlebender Organe 
gebrauchen. Sie besteht aus einem Holzklotz (a) mit rundem Ausschnitt, 
iiber den ein Schlauch gespannt ist. Uber der Mitte des Ausschnittes 
ist ein Rahmen befestigt (b), in dem ein Gestell (c) verschiebbar ein- 
gepaBt ist, das die Achse zweier paralleler Scheiben triigt; zwischen 
diese Scheiben (d) sind mit Gummi armierte Walzen (e) drehbar ein- 
gelassen. Mittels einer Schraube (f) kann das Achsengestell im Rahmen 
zusammen mit den Scheiben hoch und tief geschraubt werden und die 
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Walzen driicken dann schwiicher oder stirker auf den Gummischlauch 
und schieben seinen Inhalt unter mehr oder minder starkem Drucke 
vorwiirts. Durch Anderung der Tourenzahl kann auBerdem die Strom- 
geschwindigkeit reguliert werden. 

In den abflieBenden Teil der Wasserleitung ist nahe der Birne 
ein kleines Thermometer D mittels eines T-Rohres eingeschaltet. 

An die Riemenscheibe der Pumpe (4) ist eine zweite F angeschlossen, 
an der zum Schiitteln der Birne ein Hebel exzentrisch befestigt ist. 

Zur Vorbereitung fiir den Versuch wird die Biirette zu- 
nichst mit Sauerstoff gefiillt, dann der Dreiwegehahn um- 
gestellt und aus der Birne bei gedffneten Tubus mit einem 
kriiftigen Gasstrom die Luft ausgespiilt. Dann wird die Birne 
wieder verschlossen, mit der Biirette verbunden und zur Prii- 
fung auf Dichtigkeit eine halbe Stunde bei konstanter Tem- 
peratur geschiittelt. 

In den ersten Versuchen haben wir die Mischung aus 
Lithiumuratlésung, Natronlauge und Puffer im Thermostaten 
vorgewiirmt und unter stindigem Durchspiilen der Birne mit 
Sauerstoff in diese eingefillt. Die Birne wurde verschlossen 
und so lange geschiittelt, bis Druck und Temperatur aus- 
geglichen waren. Sodann haben wir das gleichfalls vorgewarmte 
Leberpulver zugegeben, die Birne wieder geschlossen, mit der 
Biirette verbunden und einige Minuten kriftig geschiittelt, bis 
sich das Niveau in der Biirette eingestellt hatte. Dann wurde 
bei schriger Stellung der Birne durch Heben des Niveau- 
gefiiBes etwas Fliissigkeit in das AbnahmegefaB getrieben und 
eine Probe fiir die Bestimmungen entnommen. Der Anfangs- 
wert der Harnsiiure setzte sich bei dieser Art der Ausfiihrung 
aus der abgewogenen und der im Leberpulver enthaltenen, 
abziiglich der bis zur Einstellung abgebauten Menge, zusammen. 
Oft aber war es nicht méglich, die Harnsiure sofort zu be- 
stimmen, und so ging in den entnommenen Proben, obwohl 
sie stark gekihlt wurden, die Spaltung etwas weiter und die 
Anfangswerte wurden unsicher. 

Wir haben diese Schwierigkeit in den spateren Versuchen 
in der Weise umgangen, da8 wir das Leberpulver, in der 
Pufferlésung aufgeschlemmt, zuerst einfiillten, so lange schiit- 
telten, bis die Harnsiure des Leberpulvers vollkommen ab- 
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gebaut war und das Niveau in der Biirette sich nicht 
mehr dnderte. Dann wurde das abgewogene, in Wasser ge- 
liste, mit Natronlauge auf p,, eingestellte und vorgewirmte 
Lithiumurat zugesetzt. Nun war der Anfangswert durch die 
abgewogene Harnsiure allein gegeben. Toluol und Oktyl- 
alkohol, mit denen stets iiberschichtet wurde, waren auch 
vorgewarmt. 

Der Verbrauch an Sauerstoff wurde in halbstiindigen Inter- 
villen regelmiBig abgelesen. Auf diese Weise lieB sich sehr 
gut das Ende der Reaktion erkennen. In der Tab. 7 sind die 
Resultate sechs solcher Versuche wiedergegeben. Bei einzelnen 
wurde auch die Kohlensiure bestimmt. Die Volumina des 
verbrauchten Sauerstoffs sind bereits auf 0° und 760 mm redu- 
ziert. Die Berechnung des Sauerstoffverbrauchs erfolgte unter 
der Annahme, daB 1 Molekiil Harnsiure 1 Atom Sauerstofft 
aufnimmt. 


Tabelle 7. 











" h Ab- O,-Verbrauch 
Versuchs- gebaute | -- ___________ _ —| CO,-Bildung 
dauer Harn- com mg 
siiure pl OE 
(Min.) (mg) ber. | gef ber. | gef mg *, 
296 | 464,6 30,92 | 31,50 | 443 | 45,0 | 282! 23 
289 455,1 30,30 | 30,60 | 43,3 43,7 21,3 | 18 











299 450,9 30,04 30,52 | 43,0 | 43,6 | 22,9] 19 
259 468,17 31,23 30,92 | 44,6 44,2 — 
225 445,2 29,63 29,48 | 42,38 42,2 a 
278 465,9 31,04 31,42 | 44,38 44,9 an ae 


Da sich bei dieser Anordnung das Ende der Reaktion 
sehr genau erfassen laBt, ist die Menge der Kohlensiiure noch 
geringer als in den vorausgegangenen Versuchen. Ferner 
zeigt sich, daB der Verbrauch an Sauerstoff praktisch genau 
gleich einem Atom auf 1 Molekil Harnsiure ist. In dem 
zweiten Versuch der Tab. 7 wurde noch der zeitliche Verlauf 
durch wiederholte Bestimmungen des Sauerstoffverbrauches, 
des Harnsiiureabbaues und der Kohlensiurebildung verfolgt. 
Er ist in Tab. 8 ausfiihrlich wiedergegeben. 
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Tabelle 8. 


Ansatz: 500 mg Lithiumurat in 250,0 cem Wasser geldst, 16,2 ccm 0,1 n- 


NaOH, 33.8 cem Puffer. 


Gesamtvolumen 300,0cem. 5 g Leberpulver. 























Pu = 8,9. 
O,-Ver- i. 
i |) oe eer CO,-Bildung 
ecm/760 mm, . 

Minuten 0° mg mg  P | of P 
0 0 0 0 | _ 
22 2,50 52,5 — iis 
52 6,34 104,4 7,73 28,2 | — 

82 10,60 150,0 — 
112 14,78 220,0 11,37 19,8 | “a. 

142 18,72 274,2 — , 
172 21,99 330,0 17,04 19,7 | | 1a 

289 30,62 455,9 21,35 180 |Jj ~ 








Bei den Berechnungen des Harnsiiureverbrauches und der 
Kohlensiurebildung sind die Voluminderungen infolge der Ent- 
nahmen beriicksichtigt. Die zweiten Zahlen in der Reihe der 
Prozente Kohlensiiure beziehen sich auf die in den beob- 
achteten Zwischenriumen abgebaute Harnsiuremenge, Das 
sind die niedersten Kohlensaéureproduktionen, die wir gefunden 


haben. 


4. Die Decarboxylierung. 


Zur Priifung des Wesens dieser Reaktion haben wir auf 
das in der ersten Phase gebildete Zwischenprodukt die alka- 
lische Reaktion allein einwirken lassen. Der Versuch war 
genau wie der auf S. 100 beschriebene angesetzt. In 16 Stunden 
wurden bei p,, 9,9 3,08 mg Kohlensiure frei gegen 34,8 mg 
in Gegenwart von Leberpulver. 

Zur Prifung, ob fiir die Abspaltung der Kohlensaure 
allein eine optimale Wasserstoffionenkonzentration besteht, 
haben wir eine gréBere Menge Harnsiure bei p,, 8,9 vorverdaut, 
filtriert und von dem Filtrat einzelne Portionen mit neuer 
Leber versetzt, auf p,, 9,9—10,5 eingestellt und weiter bei 
37° 2 Stunden stehen lassen. 
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Tabelle 9. 
Ansatz: 25 ccm der vorverdauten Harnsiurelisung (= 27,22 mg urspriing- 
liche Harnsiiure) mit 0,1 n-NaOH auf das p,, eingestellt, 10 cem Puffer, 
400 mg Leberpulver. Gesamtvolumen 100 ccm. Dauer: 2 Stunden 
Sauerstoff durchgeleitet. 











PH 95 9,8 9,9 10,0 10,5 


COvBildeg | | ge | sate 
Das Maximum der Kohlensiurebildung liegt bei demselben 
Py 9,9 wie bei der Einwirkung des Leberpulvers auf die Harn- 
siure selbst (Tab. 2). 
Wie weiter der folgende Versuch zeigt, ist dieser Vorgang 
nicht an die Gegenwart von Sauerstoff gebunden. 


Tabelle 10. 
Ansatz: 150cem bei py 8,9 vorverdaute Harnsiiurelésung (= 139 mg 
urspriingliche Harnsiiure) bei py 9,9 mit 1,5 g Leberpulver weiter ver. 
daut. Dauer: 2 Stunden. 








CO,-Bildung 


in Gegenwart von in Gegenwart von 
Sauerstoft Stickstoff 





mg 


| %lo | mg | °/, 
Pye ee ee ee ee ee 


5. Versuche mit Uroxansaure. 


Die Uroxansiure wurde nach H. Biltz und R. Robl?) 
durch Oxydation der Harnsiure mit Kaliumpermanganat bei 
niederer ‘'emperatur und in alkalischer Lésung dargestellt. 
Dabei entsteht das Kaliumsalz. Die freie Siure zersetzt sich 
sehr leicht zu Allantoin und Kohlensiure. Wir verwandten 
160 mg des Kaliumsalzes, die etwa 100 mg Harnsiure iiqui- 
valent sind und lieBen darauf bei 37° 1 g Leberpulver 5 bis 
48 Stunden lang bei verschiedener Wasserstoffionenkonzen- 
trationen einwirken. Aus dem gleichen Ansatz ohne Leber- 
pulver konnten innerhalb von 4 Stunden nach Ansiuern mit 
2 ccm n-Salzsiure 27 mg Kohlenséure aus der Lésung aus- 
getrieben werden. 
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Tabelle 11. 





ar 8,901 8,90 9,14! 9,66 | 9,90 | 9,90 | 9,90 | 9,90 
Dauer (Stunden). . 10| 6 | 36) 6 10 10 20 80 | 48 
CO,-Bildung (mg) . | 1,00) 1,10/ 4,50 0,00 0,40 0,00. 3,19. 4.20 | 5,89 


Ks wird nur sehr wenig Kohlensiure gebildet und erst 
nach yerhiltnismaBig langer Zeit. 


6. Extraktionsversuche. 

Wir haben eine Reihe von Vorversuchen angestellt, das 
Ferment oder eines der Fermente, die in der Urikase ent- 
halten sind, aus dem Leberpulver zu extrahieren. Wir ver- 
wandten dazu Wasser, 0,001 n-Sodalésung und 0,005-n. sek. 
Natriumphosphat, die jeweils mit dem gleichen Volumen Gly- 
cerin gemischt wurden. Alle lieferten wirksame Extrakte. Am 
haltbarsten waren die Phosphat—Glycerinextrakte. Sie behielten 
etwa 4 Wochen ihre Wirksamkeit. Das Ferment 1li8t sich 
nicht vollstiindig extrahieren, denn die entsprechende Menge des 
Riickstandes hatte noch die gleiche Wirksamkeit. Dasselbe er- 
gaben Versuche, bei denen die Leber gegen die Soda- oder 
die Phosphatlésung dialysiert wurde. Das Filtrat des Hiilsen- 
inhaltes war wirksam, ebenso aber auch der Filterriickstand. 
Die dialysierten Extrakte waren nur kurze Zeit haltbar. Ferner 
fanden wir, daB sich durch Extraktion bei p,, 8,9, dem Optimum 
der Oxydation der Harnsiiure, ein Priparat gewinnen laBt, das 
reich an dem oxydierenden und relativ arm an dem decarb- 
oxylierenden Ferment ist. Diese Versuche zur praparativen 
Trennung der Fermente sollen weiter ausgebaut werden. 

Die Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt. Wir méchten auch an 
dieser Stelle unseren Dank dafiir aussprechen. 
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Zur Kenntnis der Gallensduren. 
XXII. Mitteilung. 


Von 
Martin Schenck und Henry Kirchhoff. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Oktober 1928.) 


Zur Charakterisierung einiger Oxime und Oximamlagerungs- 
produkte. 


Vor kurzem haben wir die Umlagerungsprodukte, die aus 
den Dioximen der Biliansiiure und Isobiliansiure (Formel I 
und If am SchluB der Arbeit) unter dem KinfluB heiBer 
Schwefelsiure entstehen, niher untersucht und dabei fest- 
gestellt, daB bei der Bildung der isomeren Verbindungen nicht, 
wie bisher angenommen, beide Ketoximringe des Dioxims um- 
gelagert werden, sondern nur einer (Ring II), wihrend der 
andere (Ring III) unverindert bleibt.) DemgemiiB stellten wir 
fiir die Umlagerungsprodukte die Formeln III und IV auf. 
Fiir die Aufklarung dieser Verhiltnisse waren zwei blau ge- 
farbte Nitrosokérper wertvoll, von denen der eine: C,,H,,NO, 
durch Salpetersiure bei gewéhnlicher Temperatur aus Bilian- 
siiure-dioxim (I) gebildet wird, wihrend der andere: C,,H,,N,0, 
unter den gleichen Bedingungen aus Biliansiure-iso-dioxim (III) 
hervorgeht. Durch Reduktion mit Zinkstaub und Kisessig er- 
halt man aus der Nitrosoverbindung C,,H,,N,O, Biliansiure- 
iso-dioxim (III) zuriick, aus C,,H,,NO, aber ein Monoxim der 
Biliansiure, das die Oximgruppe nur an Ring III, also am 





' Diese Zs. Bd. 177, S. 280 (1928). 
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C-Atom 12, tragen kann (Formel V) und durch Salpetersaure 
wieder in den Nitrosokérper C,,H,,NO, iibergefiihrt wird. 

Wir haben jetzt versucht, dieses Monoxim in der iblichen 
Weise umzulagern, es ist uns hier aber die Umlagerung des 
Ketoximringes III ebensowenig gegliickt, wie sie sich bei den 
Dioximen der Biliansiure und Isobiliansiure hatte verwirk- 
lichen lassen. Ob sich unter anderen Bedingungen oder bei An- 
wendung eines anderen Umlagerungsmittels die Erweiterung 
des Ringes III in den Verbindungen I bis V vollziehen kann, 
lassen wir dahingestellt. 

Von M. Schenck sind friiher noch zwei andere Um- 
lagerungsprodukte von Ketoximsiuren der Gallensiuregruppe 
beschrieben worden, namlich das Isodioxim der Dehydrodes- 
oxycholsiiure (#-Diketocholansiure)') und das Isotrioxim der 
Dehydrocholsiure.”) Wir haben jetzt auch diese Umwandlungs- 
produkte hinsichtlich der umgelagerten Ringe charakterisieren 
kénnen. Da das Dioxim der Dehydrodesoxycholsiure (VI) die 
beiden Ketoximringe | und II enthilt, konnten bei der Um- 
lagerung entweder beide Ringe erweitert werden oder nur einer 
(I oder Il). Als wir das reine Isodioxim in Salzséure léstén 
und die Lésung 1 Stunde lang auf dem Wasserbad erhitzten, 
lieB sich keine Spur von Hydroxylamin mit Fehlingscher 
Lésung nachweisen, das Umlagerungsprodukt enthilt also sicher 
keinen Ketoximring, vielmehr sind in seinem Molekiil zwei 
Lactamringe anzunehmen (formel VII). | 

Verwickelter lagen die Dinge von vornherein bei dem Iso- 
trioxim der Dehydrocholsiure. Das Ausgangsmaterial, De- 
hydrocholsiure-trioxim (VIII) enthilt die 3 Ketoximringe I, II 
und III. Es bestand die Méglichkeit, daB bei der Umlagerung 
alle 3 Ringe umgewandelt wurden oder nur eine partielle Ring- 
erweiterung sich vollzog. Im letzteren Falle konnten sechs 
verschiedene Verbindungen entstehen, dabei ist abgesehen von 
einer eventuellen Stellungsverschiedenheit der NH-Gruppe zur 
benachbarten CO-Gruppe in den einzelnen Lactamringen. Von 
den insgesamt sieben fiir das Isotrioxim méglichen Formeln 


') Diese Zs. Bd. 128, S. 53 (1923). 
*) Diese Zs. Bd. 89, S. 360 (1914). 
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haben wir uns fiir eine entscheiden kinnen. Im Anschlu8 an 
die Bereitung der beiden oben erwihnten blauen Nitrosokérper 
haben wir nimlich, wie bereits friiher mitgeteilt, andere Oxime 
bzw. Umlagerungsprodukte mit Salpetersiiure gepriift und dabei 
gefunden, daB solche Substanzen, die eine Oximgruppe in 
Stellung 12 enthalten, eine griine oder blaue Firbung geben, 
die nach kiirzerer oder lingerer Zeit eintritt und spiter wieder 
verschwindet. So liefert z. B. Dehydrocholsiure-trioxim (VIII) 
mit HNO, eine blaugriine Farbung, wihrend Dehydrodesoxy- 
cholsiure-dioxim (VI), das dem Trioxim bis auf die Oxim- 
gruppe in Stellung 12 vollstindig gleich gebaut ist, sich mit 
Salpetersiiure gelb und spiter gelbbraun firbt. Dehydrochol- 
siure-iso-trioxim verhilt sich nun ganz ebenso wie das Trioxim 
und dieses Verhalten spricht fiir die Anwesenheit der be- 
zeichneten Oximgruppe. Das Umlagerungsprodukt spaltet ferner 
beim Erhitzen seiner salzsauren Lésung, wenn auch langsam, 
Hydroxylamin ab (Nachweis durch Fehlingsche Lésung), nach 
etwa 1 stiindigem Erwiirmen ist 1 Molekiil NH,-OH abgespalten 
und das Reaktionsprodukt, das sich nunmebr isolieren laBt 
und noch 2 Stickstoffatome im Molekiil enthalt, gibt beim 
weiteren Erhitzen mit Salzsiure kein Hydroxylamin mehr ab 
und liefert auch mit HNO, keine Griin- oder Blaufarbung 
mehr. Es ist also offenbar die Oximgruppe in Stellung 12 
durch Sauerstoff ersetzt worden und man ist berechtigt, dem 
Isotrioxim die Strukturformel IX zuzuerteilen, d.h. es sind 
von den 3 Ketoximringen des Trioxims Ring I und II, wie 
beim Dehydrodesoxycholsiure-iso-dioxim (VII), umgelagert, 
wihrend Ring ILI], wie bei den eingangs erwihnten Versuchen 
mit den Verbindungen I, IJ und V unverindert geblieben ist. 

Die Farbreaktion mit Salpetersiure haben wir aufer bei 
den friiher genannten Stoffen noch bei einigen anderen stick- 
stoffhaltigen Substanzen aus der Gruppe der Gallensiuren 
versucht. Isodesoxybiliansiure-oxim (XI) gab mit HNO, ledig- 
lich Gelb- oder Braunfairbung (das Priiparat war allerdings 
an sich schon schwach hellbraun gefirbt), Desoxybiliansiure- 
oxim (X) lieferte eine gelbe Lésung, in der aber ein schwach 
griiner Farbton nicht zu verkennen war. Deutlich positiv, im 
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Sinne einer ausgesprochenen Griinfirbung, fiel dagegen die 
Reaktion bei einem Stoff von der Formel C,,H,,.N,O, aus, 
den Schenck friiher beim Kochen von Biliansaure-iso-dioxim (II]) 
mit Salzsiure erhalten hatte. Wir haben die Entstehungs- 
weise der Verbindung C,,H,,N,O, in unserer letzten Mitteilung 
erdrtert: beim Erhitzen der salzsauren Loésung des Isodioxims 
muB eine Ablésung der Oximgruppe und Ersatz durch Sauer- 
stoff stattgefunden haben, wihrend gleichzeitig der Lactamring 
zur entsprechenden Aminosiure aufgespalten wurde. Die auf 
diese Weise zuniichst entstandene Keto-amino-tetracarbonsiure 
hat dann bei der weiteren Verarbeitung der Fliissigkeit, die 
noch das abgespaltene Hydroxylamin enthielt, (Einengen im 
Vakuum usw.) die Isonitrosogruppe wieder aufgenommen, so 
daB letzten Endes eine Verbindung von der Strukturformel XIV 
entstehen muBte. Der deutlich positive Ausfall der Salpeter- 
siiurereaktion steht in gutem Einklang mit der aufgestellten 
Formel XIV, die Farbung war blaugriin, gleichzeitig war 
miBige Gasentwicklung zu beobachten, die wir auf Zersetzung 
der Aminogruppe durch salpetrige Saiure zuriickfihren. 

Noch zwei weitere Oximsiuren, von denen wir uns einen 
positiven Befund bei der HNO,-Probe versprachen, haben wir 
gepriift: das Dioxim der #-Diketocholansiure und das Oxim 
der Pseudodesoxybiliansiure. §-Diketocholansaéure (9-Cholan- 
dionsiiure) ist durch Clemmensenreduktion aus Dehydrochoi- 
siiure gleichzeitig von W. Borsche?) einerseits, von H. Wie- 
land und E. Boersch?) andererseits gewonnen worden und 
enthilt die beiden Ketogruppen in den Stellungen 7 und 12. 
Das Dioxim der f-Siure hat H. Wieckhorst’) hergestellt und 
nach den Schenckschen Angaben umgelagert, auch wurden 
von Wieckhorst Aufspaltungsversuche mit dem Umlagerungs- 
produkt vorgenommen. Da sich /#-Diketocholansiiure-dioxim 
(XVI) vom Reduktodehydrocholsiure-dioxim (XV), das, wie 
friiher erwihnt, mit Salpetersiure Blaugriinfarbung gibt, nur 


') Chem. Ber. Bd. 52, 8S. 1353 (1919). 

2) Diese Zs. Bd. 106, S. 190 (1919). 

‘) Diss. Gottingen, 1921; vgl. auch W. Borsche, Nachr. d. Ges. 
d. Wissensch. zu Gottingen, 1920, S. 1—7. 
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durch das Fehlen der Hydroxylgruppe am C-Atom 3 unter- 
scheidet (W. Borsche und F. HallwaB)'), konnte auch beim 
ersteren mit Bestimmtheit ein positiver Ausfall der HNO,- 
Reaktion erwartet werden. In der Tat gibt das Dioxim XVI 
mit Salpetersiure eine zwar langsam eintretende, aber aus- 
gesprochene Griinfirbung. 

Auch bei dem aus dem f-Dioxim durch Umlagerung er- 
haltlichen Produkt war méglicherweise mit einer griinen oder 
blauen Farbreaktion zu rechnen, wenn niimlich Ring III bei 
der Umlagerung unverindert blieb. Bei der Priifung des 
(3mal umkrystallisierten) (-Iso-Dioxims mit HNO, lieB sich 
nun eine allmahlich entstehende Griinfirbung unzweideutig 
feststellen, sie war aber im Vergleich mit der Reaktion anderer 
Stoffe mit 12-Stellung einer Oximgruppe nicht sehr stark, da- 
gegen spaltete das Umlagerungsprodukt beim Kochen mit Salz- 
siure in erheblichem Umfang Hydroxylamin ab (Priifung mit 
Fehlingscher Lésung). Wir méchten deshalb annehmen, dab 
das #-Diketocholansiure-iso-dioxim aus einem Oximlactam mit 
Lactamring II und Ketoximring JII besteht. Allem Anschein 
nach ist also auch hier Ketoximring III nicht umgelagert worden. 
Wir haben diese Verhiltnisse nicht weiter untersucht, um 
nicht in fremdes Arbeitsgebiet einzudringen. 

Pseudodesoxybiliansiure (f-Desoxybilianséure, #-Cholan- 
ontrisiiure, alte Bezeichnung: ,,Pseudocholansiure“) entsteht bei 
der Oxydation der £-Diketocholansiure mit Kaliumpermanganat 
und ist zuerst von W. Borsche und FE. Rosenkranz’) be- 
schrieben, spiter von H. Wieckhorst*) niaher untersucht 
worden. H. Wieland, E. Honold und J. Pascual-Vila’%) 
erhielten Pseudodesoxybiliansiure aus der von ihnen dar- 
gestellten Iso-desoxycholsiure (7,12-Dioxycholansdure) iiber 
?-Diketocholansiure. Oxim und Isoxim der Pseudoséure wurden 
von Wieckhorst bereitet, der auch das Isoxim aufzuspalten 
versuchte. Pseudodesoxybiliansiure ist eine Ketotricarbonsiure, 





1) Chem. Ber. Bd, 55, S. 3318 (1922). 
%) Chem. Ber, Bd. 52, S. 342 (1919). 
5) A. a. O. 

*) Diese Zs. Bd. 130, 8S. 326 (1923). 
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Borsche und Wieckhorst nehmen an, daB bei ihrer Bildung 
Ring II der #-Diketocholansiiure oxydativ gesprengt wurde, 
weil die Pseudosiure bei der Brenzreaktion ein inneres An- 
hydrid liefert, zwei Carboxylgruppen also in 1,4- oder 1,5- 
Stellung zueinander besitzen mu8. Wieland und Mitarbeiter 
haben sich dieser Ansicht angeschlossen. Man kénnte aber 
auch daran denken, daB bei der Oxydation der /#-Diketo- 
cholansiure nicht Ring II, sondern Ring III gedéfinet wird, 
eine Annahme, fiir die gewisse Wahrscheinlichkeitsgriinde 
sprechen, dann miiBte Ring III ein Vier- oder Fiinfring sein 
oder die Blancsche Zersetzungsregel der Dicarbonséuren eine 
Ausnahme erleiden. Die Gliederzahl 4 fiir Ring III ist nun 
ausgeschlossen, ein Fiinfring aber in Beriicksichtigung des 
gesamten bisher ermittelten Tatsachenmaterials sehr wenig 
wahrscheinlich. Dagegen ist es immerhin méglich, daB die 
Blancsche Regel im Falle der Pseudosiure versagt. Kine 
Ausnahme von der Blancschen Regel ist bereits friiher ein- 
mal, auf dem Gebiete des Cholesterins, von A. Windaus, 
A. Rosenbach und Th. Riemann!) festgestellt worden: hier 
bildete sich statt des erwarteten (fiinfgliedrigen) Saiureanhy- 
dridringes ein (dreigliedriges) Ringketon (Cyclopropanonderivat), 
wiihrend in unserem Falle statt des erwarteten (fiinfgliedrigen) 
Ringketons ein (siebengliedriges) Séaureanhydrid entstehen 
wiirde. Fir das Oxim der Pseudodesoxybiliansiure kann man 
somit zwei mégliche Formeln aufstellen (XVII a und XVII b). 
Mit Hilfe der Salpetersiiurereaktion lie8 sich unter Umstanden 
eine Stiitze fiir die eine oder andere Formel beibringen. Die 
Priifung ergab Gelbfarbung mit schwach griinem Farbton, der 
indessen kaum intensiver war als beim Desoxybiliansiure-oxim. 
Unter Beriicksichtigung der Tatsache, daB bei allen bisher ge- 
priiften Substanzen mit 12-Stellung einer NOH-Gruppe eine 
ausgesprochen griine oder blaue Farbung mit Salpetersiure 
auftrat, méchten wir fiir das Pseudodesoxybiliansiure-oxim 
Formel XVIIb annehmen; in dieser Annahme werden wir 
bestirkt durch den Umstand, daB sich nach unseren Erfah- 


') Diese Zs. Bd. 130, 8S. 113 (1923). 
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rungen Ketoximring III unter den iiblichen Bedingungen nicht 
umlagern 1aBt. 

Die am SchluB der Arbeit aufgestellte Tabelle enthilt 
alle bisher mit der HNO,-Reaktion gepriiften Substanzen (auch 
die in friiheren Mitteilungen erwaihnten) mit Ausnahme des Pro- 
duktes, das durch Erhitzen von Dehydrocholsiure-iso-trioxim mit 
Salzsiure entsteht (s. S. 109) und negativ reagiert und des #-Di- 
ketocholansiure-iso-dioxims, das eine verhiiltnismiBig schwache 
(sriin farbung gibt (S.111). In den Formeln mit Lactamringen ist 
die Stellung der NH-Gruppe zur benachbarten CO-Gruppe jedes- 
mal hypothetisch, ebenso ist in Formel XVIla der Ort der 
einen der beiden aus Ring II hervorgehenden Carboxylgruppen 
willkiirlich angenommen. Wenn wir vom Pseudodesoxybilian- 
siure-oxim (XVIIa und XVII b) absehen, fiir das das oben 
Gresagte gilt, haben alle 10 Stoffe, die in 12-Stellung eine 
NOH-Gruppe tragen, eine deutlich positive HNO,-Reaktion ge- 
geben, wihrend von den iibrigen sechs Desoxybiliansiure-oxim 
eine gelbgriinliche, die anderen eine gelbe oder braune Farbung 
lieferten. Von den Produkten, die bei der EKinwirkung der 
Salpetersiure auf die einzelnen Stoffe entstehen, sind bisher 
nur die beiden eingangs erwahnten Nitrosokérper und eine 
friiher beschriebene Nitroverbindung!) untersucht worden, in 
allen iibrigen Fallen hat man die Reaktionsprodukte entweder 
noch nicht in einwandfrei krystallisierter Form erhalten kénnen 
oder sie sind noch nicht naher gekennzeichnet worden. Wir 
beabsichtigen, die Salpetersiurereaktion an weiteren, in Be- 
tracht kommenden Verbindungen zu priifen. 


Experimenteller Teil. 


1. Versuch, Biliansiure-monoxim umzulagern. Die 
Bereitung des Biliansiure-monoxims (V) geschah in der friher 
beschriebenen Weise”), nur wurde das Reaktionsprodukt nicht 
umkrystallisiert, sondern direkt fir den Umlagerungsversuch 
verwendet. DemgemiB versetzte man 3g der Nitrosoverbindung 


1) Diese Zs. Bd. 176, S. 187 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 177, S. 280 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXX, 
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C,,H,,NO, mit 30 ccm Eisessig und erhitzte das Gemisch zum 
Sieden, wobei keine vollstiindige Lésung eintrat. Hierauf 
wurden 3 g Zinkstaub hinzugegeben und durch weiteres Kochen 
nach kurzer Zeit Entfirbung erzielt. Die heiBe Liésung saugte 
man vom Zinkstaub ab und versetzte das erkaltete Filtrat 
mit 90 com Wasser. Das ausgefallte weibe Reaktionsprodukt, 
das beim Stehen krystallinisch wurde, saugte man nach einiger 
Zeit ab, wusch es mit Wasser aus und trocknete es bei ge- 
linder Temperatur (80—90°). 1g des getrockneten Materials 
wurde mit 12 ccm Umlagerungsschwefelsiure, deren Bereitung 
friiher beschrieben ist'), auf dem Dampfbad 20 Minuten lang 
erhitzt. Dabei resultierte eine Lésung, die sich allmahlich 
rotbraun fiirbte (mit dunkelgriiner Fluorescenz). Sie wurde 
nach dem Erkalten auf zerkleinertes Kis bzw. in Eiswasser 
gegossen, wobei ein dunkelgelb gefarbter Niederschlag entstand, 
der nach einiger Zeit abgesaugt, mit Wasser gewaschen und 
getrocknet wurde. Dann léste man ihn in Eisessig und setzte 
der Liésung nach dem Erkalten die dreifache Menge Wasser 
hinzu. Der hierdurch wieder gefillte Stoff war noch gelb ge- 
farbt, wenn auch schwiicher als anfangs, und wurde beim 
Stehen krystallinisch (Ausbeute 0,35 g). Wir haben ihn nicht 
weiter durch Umkrystallisieren gereinigt, sondern direkt fiir 
einige Reaktionen benutzt, durch die wir seine Natur fest- 
stellen konnten. 

Kine Probe der Substanz wurde im Reagenzglas einige 
Minuten mit 10°/,iger Salzsiure gekocht; dabei trat voriiber- 
gehend Lésung ein, alsbald aber schied sich ein in Blittchen 
krystallisierender, ziemlich farbloser Stoff aus, der den Zer- 
setzungspunkt der Biliansiure (277°) zeigte. Auch nach dem 
Umkrystallisieren aus Wasser lag der Zersetzungspunkt bei 
dieser emperatur. — Eine andere Substanzprobe wurde in 
der gleichen Weise mit 10°/,iger Salzsiure erhitzt, das Ge- 
misch nach dem Abkiihlen alkalisch gemacht und der er- 
kalteten Fliissigkeit Fehlingsche Liésung zugegeben; schon 
nach wenigen Augenblicken trat kraftige Reduktion ein, das 


1) Diese Zs. Bd. 128, 8. 53 (1923). 
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beim Kochen mit Salzsiiure abgespaltene Hydroxylamin an- 
zeigend. — SchlieBlich wurden 0,2 g des gelben Stoffes mit 
2,5 ccm Salpetersiiure (D. 1,4) bei gewohnlicher Temperatur be- 
handelt. Die Lésung nahm dabei eine blaue Farbe an und schon 
nach kurzer Zeit begann ein in Nadeln krystallisierender Kérper 
sich auszuscheiden. Seine Abtrennung wurde nach 20 Minuten 
durch Zusatz von Wasser vervollstindigt, das ausgeschiedene 
Produkt abgesaugt und aus 50°/,iger Essigsiure umkrystalli- 
siert. Man erhielt auf diese Weise die hellblau gefirbten, 
silberglanzenden Nadeln des Nitrosokérpers C,,H,,NO, vom 
Zersetzungsp. 236—238° (friiher gefunden: 236—238°). 

Aus diesen Beobachtungen geht unzweifelhaft hervor, dab 
eine Umlagerung des Monoxims nicht erfolgt war, daB viel- 
mehr das Reaktionsprodukt, soweit es sich isolieren lieB, aus 
unverindertem, durch braungefirbte Stoffe verunreinigtem 
Ausgangsmaterial bestand. | 

2. Kennzeichnung des Dehydrodesoxycholsiure- 
iso-dioxims. Bei der Darstellung des Dioxims und _ Iso- 
dioxims der Dehydrodesoxycholsiure sind wir von den An- 
gaben Schencks!) nur wenig abgewichen. 1 g Dehydrodes- 
oxycholsiure (Schmelzp. 188—189°) brachte man mit 1,5 g 
Hydroxylaminchlorhydrat, gelést in 7 ccm Wasser, 36 ccm 
96 °/,igen Alkohols und 8 ccm 10°/,iger Natronlauge zusammen 
und erhitzte die klare Lisung 2 Stunden auf dem lebhaft 
siedenden Wasserbad. Nach etwa 1'/, stiindigem Erhitzen 
wurde die Fliissigkeit zur Beseitigung einiger ausgeschiedenen 
Flocken abgesaugt, worauf im Filtrat das Dioxim in krystalli- 
sierter Form sich auszuscheiden begann. Durch weiteres 
1/, stiindiges Erwiirmen wurde seine Menge noch vermebhrt. Ks 
bestand wieder aus den charakteristischen Doppelpyramiden, 
deren gemeinsame Kanten durch stark spiegelnde Fliachen ab. 
geschnitten waren. Der Zersetzungspunkt war wie friher 
wenig scharf: von etwa 170° an schwaches Sintern, bei 188 
bis 190° Aufschiumen. In 20 °/,iger Salzsiure war die Sub- 
stanz klar oder so gut wie klar lislich. Das Filtrat von der 


1) A.a. O. 
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Krystallisation lieferte beim weiteren Erhitzen noch eine 
krystallinische Ausscheidung, die im wesentlichen aus denselben 
Doppelpyramiden wie oben bestand. — Zur Umlagerung wurden 
0,5 g Dioxim mit 6 ccm Umlagerungsschwefelsiure 10 Minuten 
lang auf dem Dampfbad erhitzt, dann lieB man die rotbraune 
Fliissigkeit 10 Minuten freiwillig erkalten, kiihlte sie hierauf 
durch Kiswasser und goB sie auf zerkleinertes Kis. Weitere 
Verarbeitung wie friiher. Das aus verdiinntem Alkohol um- 
krystallisierte Isodioxim (Nadeln) zersetzte sich im Schmelz- 
rohrchen wie friiher sehr unscharf: bei 162° deutliches Sintern, 
spiter Blaschenbildung, bei 197° sehr stark, bei 200—202° 
intensivere Braunfarbung und Aufschiumen. 

0,1 g des Umlagerungsproduktes wurden in 2 ccm 25°/, iger 
Salzsiiure gelést, die Lésung mit 1,5 ccm Wasser versetzt 
und die klare Fliissigkeit 1 Stunde auf dem Dampfbad er- 
wirmt; es schied sich dabei nichts aus und es nahm die Lésung 
einen ganz schwach rotlichen Farbton an. Eine andere Probe 
léste sich in Salzsiure nicht ganz klar, die schwache Triibung 
lieB sich aber durch Filtrieren nicht beseitigen. Die Probe 
wurde wie die erste behandelt und in beiden Fillen resultierte 
nach Erkalten und Ubersittigen mit (20 °/,iger) Natronlauge 
eine klare Flissigkeit, die bei gewdhnlicher Temperatur mit 
Fehlingscher Lésung nicht reagierte. Auch nach langem 
Stehen erfolgte keine Reduktion. 

Ks soll nicht unerwihnt bleiben, daB wir bei der Dar- 
stellung des Umlagerungsproduktes anfangs MiBerfolge hatten, 
wenn wir uns auch iiber die Ursache des MiBlingens nicht 
ganz im klaren sind; wahrscheinlich war die zur Herstellung 
der Umlagerungssiure verwendete Schwefelsiure nicht ein- 
wandfrei, d. h. zu stark wasserhaltig. Als wir reine Schwefel- 
siure in der iiblichen Weise verdiinnten und diese Mischung 
benutzten, gelang die Umlagerung ohne Schwierigkeit. 

3. Kennzeichnung des Dehydrocholsaure-iso-tri- 
oxims. Von der Vorschrift, die von Schenck seinerzeit fiir 
die Herstellung des Dehydrocholsaure-iso-trioxims gegeben 
wurde’), sind wir nur insofern abgewichen, als wir das Reaktions- 





') Diese Zs. Bd. 89, S. 360 (1914). 
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produkt nicht aus stark verdiinntem Alkohol, sondern aus 
Wasser umkrystallisierten. Nimmt man nicht zu wenig Wasser, 
so daB der Stoff beim Erkalten der Lésung langsam sich aus- 
scheidet, so erhalt man ihn in Form gut ausgebildeter, kurzer 
Stabchen. Zersetzungspunkt: von etwa 187° an Sintern und 
Braunfarbung, spiter Blasenbildung, bei 213° Aufschiumen. 


0,1104 g Substanz (bei 110—115° getrocknet) lieferten 9,15cem N 
bei 23,5° und 759,8 mm Hg. 


C.,,H,,N,0, Ber. 9,39°/, N Gef. 9,54 °/, N. 


0,1 g Isotrioxim, in 1 com HNO, (D. 1,4) bei gewéhnlicher 
Temperatur gelést, gaben beim Stehen der Lésung Griin- bzw. 
Griinblaufarbung. Beim Erhitzen des Umlagerungsproduktes 
mit Salzsiure wurde Hydroxylamin abgespalten, das sich durch 
Fehlingsche Loésung leicht nachweisen lieb. Um diese Ab- 
spaltung niher zu verfolgen, haben wir 4 Versuche ausgefiihrt, 
bei denen wir jedesmal 1 g Isotrioxim in 40 ccm 20°/iger 
Salzsiure lésten und die Lésung verschieden lange Zeit auf 
dem Dampfbad erhitzten. Sie blieb dabei klar, nahm aber 
eine schwichere oder stirkere Gelbbraunfairbung an. Nach 
dem Erkalten wurde die Fliissigkeit mit Lauge schwach alka- 
lisch gemacht und das Reaktionsprodukt durch vorsichtigen 
Zusatz von 5°/,iger Salzsiure ausgefallt. Es war anscheinend 
nicht krystallin, schwach gelbbraun gefairbt und wurde nach 
Abfiltrieren, Auswaschen mit Wasser und Trocknen jedesmal 
in einer Ausbeute von ungefahr 0,2 g erhalten. Mit diesen 
Proben (A—D) fihrte man Stickstoffbestimmungen aus (‘Trocknen 
bei 110—115°). Die Zeitdauer des Erhitzens der salzsauren 
Lésung betrug bei A: 10, bei B: 30, bei C: 45, bei D: 60 Min. 


A. 0,1847 g Substanz lieferten 13,2 ccm N bei 25° u. 763,4 mm Hg. 
Gef. 8,22°/, N. 


B. 0,1812 g Substanz lieferten 11,4cem N bei 25° u. 763,4mm Hg. 
Gef. 7,24°/, N. 


C. 0,1612 g Substanz lieferten 9,75 ccm N bei 25° u. 759,3mm Hg. 
Gef. 6,92 °/, N. 
D. 0,1180 g Substanz lieferten 6,85 ccm N bei 24° u. 759,2 mm Hg. 
xef. 6,66 °/, N. 
C,,H,;N,O; Ber. 9,39°/, N. C,,H,.N.O, Ber. 6,48 °/, N. 
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Aus diesen Versuchen geht hervor, daB beim Erhitzen 
des Isotrioxims mit Salzsiure ein Molekiil Hydroxylamin, wenn 
auch langsam, abgespalten wird, namentlich die letzten Reste 
scheinen nur schwierig abgeidst zu werden. So gab das beim 
60 Minutenversuch erhaltene Reaktionsprodukt nach erneutem 
I stiindigen Erhitzen mit 20°/,iger Salzséure eine zwar lang- 
sam eintretende, aber deutlich erkennbare Reaktion mit 
Fehlingscher Lésung. Eine andere Probe des Isotrioxims 
wurde wie oben 11/, Stunden mit Salzsiure erwirmt, das 
isolierte Reaktionsprodukt weitere 60 Minuten ebenso bebandelt. 
Selbst jetzt lieB sich mit Fehlingscher Lésung nach sehr 
langem Stehen noch eine ganz schwach positive Reaktion fest- 
stellen. Immerhin diirfte nach 1 stiindigem Erhitzen des Iso- 
trioxims mit 20 °/,iger Salzsiure die Oximgruppe in der Haupt- 
sache abgespalten sein. Das beim Einstundenversuch isolierte 
Produkt haben wir bis jetzt nicht einwandfrei krystallisiert er- 
halten kénnen und daher noch nicht zu weiteren Versuchen 
verwendet, es laBt sich aber ohne Schwierigkeit trocknen und 
zerreiben, ohne dabei die geringste klebrige Beschaffenheit zu 
zeigen. Der Zersetzungspunkt lag ganz unscharf bei etwa 
205°. Mit Salpetersiure (D. 1,4) gab der Stoff (0,1 g in 1 ccm 
HNO, gelést) beim Stehen Dunkelgelbfarbung, héchstens war 
ein ganz schwach griinlicher Farbton zu beobachten. 

4. Priifung weiterer N-haltiger Substanzen mit 
Salpetersiure. Uber Isodesoxybiliansiiure-oxim, Desoxy- 
biliansiure-oxim, sowie iiber die Aminosiure C,,H,,N,O, ist 
bereits oben (S. 109 und 110) das Erforderliche gesagt. 

Beziiglich des #-Diketocholansiure-dioxims ist noch folgen- 
des zu bemerken. #-Diketocholansaure-aithylester wurde nach 
H. Wieland und E. Boersch dargestellt, die Verseifung des 
Ksters nach W. Borsche vorgenommen. Schmelzpunkt der 
erhaltenen, aus 40°/,iger Essigsiure umkrystallisierten Saure: 
176—177°. Die Bereitung des #-Dioxims geschah in etwas 
anderer Weise, als von H. Wieckhorst angegeben, indem wir 
sie der Darstellung der entsprechenden @-Verbindung (S. 115 
und 116) anpaBten und so die direkte Abscheidung des reinen, 
gut krystallisierten Stoffes aus dem Reaktionsgemisch erzielten. 
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1 g #-Diketocholansiure wurde mit 2 g Hydroxylamin- 
chlorhydrat, gelést in 7 com Wasser, 36 ccm 96°/,igen Alko- 
hols und 10,5 ccm 10°/,iger Natronlauge (also einer zur Ab- 
sittigung des im Hydroxylaminchlorhydrat enthaltenen HCl 
unzureichenden Menge) zusammengebracht und die klare Lisung 
auf dem Dampfbad 1 Stunde erhitzt. Bereits nach kurzer 
Zeit (10—20 Minuten) begann die Ausscheidung des krystalli- 
nischen Reaktionsproduktes (derbere oder feinere Prismen) und 
das Gemisch fing an, lebhaft zu stoBen. Die Krystallisation 
wurde abgesaugt, mit 70°/,igem Alkohol gewaschen und ge- 
trocknet. Ausbeute 0,84 g. Zersetzungsp. 273°. Das Filtrat 
lieferte beim erneuten Erhitzen eine weitere Ausscheidung 
eines anscheinend etwas weniger reinen Produktes. 

0,1 g @-Dioxim, in 1,5 oder 2 cem HNO, (D. 1,4) gelést, 
gaben allmahlich eine Griinfarbung, die nach etwa '/, Stunde 
deutlich erkennbar war. Beim weiteren Stehen erfolgte Triibung 
und es schied sich dann ein blau gefirbter Stoff ab, der 
infolge seiner schaumigen Beschaffenheit in der Fliissigkeit 
nach oben stieg und spiater eine griingelbe, dann gelbe Farbe 
(ebenso wie die Lésung) annahm. 

8-Diketocholansiure-iso-dioxim wurde nach Wieckhorsts 
Angaben dargestellt, das Rohprodukt mit 70°/,igem Aceton 
erwirmt, das Ungeléste 3mal aus Eisessig umkrystallisiert. 
Schmelzpunkt: bei 164° starkes Sintern, bei etwa 170° schau- 
mige Schmelze, beim weiteren Erhitzen allmihliche Zersetzung. 
Uber die Reaktion des Produktes mit Salpetersiure (0,1 g, 
1—2ccm HNO, vom spez. Gew. 1,4) usw., vgl. das oben (S. 111) 
(sesagte. 

Fiir die Bereitung der Pseudodesoxybiliansiure ist es 
nach Wieckhorst gleichgiiltig, ob man die Oxydation der 
f-Diketocholansiure bei Zimmertemperatur oder auf dem 
Dampfbad vornimmt. Wir haben Dampfbadtemperatur bevor- 
zugt, wobei die Permanganatfarbe schon nach 30—45 Minuten 
verschwunden ist. Die Verseifung des 2fach sauren Pseudo- 
desoxybilianséure-athylesters fiihrten wir in der Weise aus, 
daB 1g Ester mit 10 ccm 5°/,iger Natronlauge 10 Minuten 
gekocht wurde, worauf man die noch heiBe Lésung mit Salz- 
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siure ansauerte. Die freie Pseudodesexybiliansiure schied 
sich zunichst gallertartig aus, wurde aber durch weiteres Er- 
hitzen des Gemisches in filtrierbare Form gebracht. Nach 
Absaugen, Auswaschen mit Wasser und Trocknen krystalli- 
sierte man das Produkt aus Kisessig um: Nadeln vom Schmelz- 
punkt 263—264°. 

Pseudodesoxybiliansiure-oxim bereiteten wir genau nach 
den Angaben Wieckhorsts. Das mit Essigsiure gefillte, 
weibe Rohoxim wurde nach Absaugen, Auswaschen und Trocknen 
direkt fiir die Prifung mit Salpetersiure verwendet (0,1 ¢, 
1—2 ccm HNO, vom spez. Gew. 1,4), das Ergebnis dieser 
Priifung ist bereits auf S. 112 mitgeteilt. 


C:NOH C: NOH 
a. Pio 
CH, C CH, C 
| TIT | | Cuffy COOH | | | Citi, COOH 
CH C CH C 
cooH © —CH, 6a, C——0OH, 
| | 
2 oe 
COOH CH ‘C:NOH COOH CHC: NOH 
OH, CH, COOH GH, 
I. Il. 


Biliansaure-dioxim. Isobiliansiure-dioxim. 


C:NOH C: NOH 
CH, oC CH, Cc 
| | Cty COOH | | | Cutty COOH 
CH C CH OC 
Pty ail Pile tl 
COoH €——CH, 6H, O——cH, 
| NH | | NH 
| | | | | 
COOH CH CO COOH CH CO 
CH, CH, COOH GH, 
IIL. IV. 


Bilianséure-iso-dioxim. 


Isobiliansiure-iso-dioxim. 
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CH, 
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6-Diketocholansdure-dioxim. 
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C: NOH COOH 
er te. ie 
CH, COOH C 
| | CioHl COOH | | | 0,,H,,- COOH 
CH OC cH oof 
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CH, C——CH, ce, t—ocn 
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Pseudodesoxybiliansiure-oxim (?) Pseudodesoxybiliansaure-oxim (?) 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
fir die uns bei Ausfiihrung vorstehender Untersuchung ge- 
wihrte Unterstiitzung zu groBem Dank verpflichtet. 
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Neue Gestaltung der colorimetrischen Resorcinsalzsaure- 
Mikromethode der Blutzuckerbestimmung’) und Vergleich 
derselben mit der Methode von Hagedorn-Jensen. 


Von 


B. Glassmann und Frau A. Zwilling. 


(Aus dem wissenschaftlichen Privatilaboratorium von Dr. B. Glassmann in Odessa.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Oktober 1928.) 


Um das Colorimetrieren bei gewoéhnlicher Temperatur und 
unter Anwendung des Dubosqueschen Colorimeters ausfiihren 
zu kénnen, haben wir die Methode in folgender Weise modi- 
tiziert: 

0,1 ccm Vollblut oder Serum verteilt man auf */, Ober- 
fliche eines J. Bangschen Léschpapierblattchens, trocknet so- 
dann das letztere an der Luft 10—15 Minuten, bringt es in 
ein Reagenzglas, iibergieBt mit 5 ccm rektifiziertem aldehyd- 
freiem Alkohol und 1la4Bt die Extraktion '/, Stunde sich voll- 
ziehen. Die hierdurch erzielte alkoholische Blutzuckerlésung 
gieBt man in ein zweites Reagenzglas iiber und spiilt in das 
letztere das Blittchen mit 2 ccm Alkohol nach. Nun bringt 
man das Reagenzglas mit der alkoholischen Zuckerlésung in 
ein siedendes Wasserbad zum Verdampfen des Alkohols, wobei 
man zu beobachten hat, dab das Wasserniveau des Dades 
iiber das der alkoholischen Liésung im Reagenzglas sich be- 
findet, um einem Herausschleudern der letzteren vorzubeugen. 

Den Riickstand im Reagenzglase versetzt man mit 2 ccm 
einer 1°/,igen Lisung von chemisch reinem Resorcin und 





') Diese Zs. Bd. 150, S. 16 (1925); Bd. 162, S. 145 (1926). 
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4 ccm 25°/,ige Salzsiure, erhitzt die Mischung im siedenden 
Wasserbade wihrend einer Stunde, filtriert heiB durch ein 
kleines, mit heiBem Wasser angefeuchtetes Filter in ein drittes 
Reagenzglas, welches bei 6 ccm eine Marke tragt, kihlt ab, 
erganzt wenn noétig mit Wasser bis zur Marke und setzt 
5 ccm Alkohol hinzu. Durch den Alkoholzusatz wird das zum 
Teil ausgeschiedene Resorcinkondensationsprodukt des Zuckers 
in Lésung gebracht. 

Als Standardlésung dient eine 0,1 °/,ige Lésung von chemisch 
reinem T'raubenzucker, welcher man behufs Konservierung auf 
100 cem einige Tropfen Chloroform hinzusetzt. 0,1 ccm der 
Standardlésung + 2 ccm Resorcinlésung + 4 ccm Salzsiure er- 
hitzt man in der gleichen Weise wie die Blutzuckerlésung in 
einem Reagenzglase, welches ebenfalls bei 6 ccm eine Marke 
trigt, kihlt ab, ohne zu filtrieren, erginzt mit Wasser bis zur 
Marke und setzt 5 ccm Alkohol hinzu. 

Die somit erzielten zwei gefirbten Lésungen vergleicht man mit- 
einander im Dubosqueschen Colorimeter und berechnet sodann den 


Blutzuckergehalt unter Anwendung der schon angefiihrten Regel'), die 
hier nochmals in bezug auf das Dubosquesche Colorimeter erliutert 


worden sei. 
Die Differenz beider Colorimeterwerte, addiert zu dem gréBeren 


Wert, ergibt den ihm entsprechenden Zuckerwert in Millimeter des 
Colorimeters. Beispiele: Colorimeterstand der 0,1°/,igen Vergleichslésung 
von Traubenzucker = 30 (nach Dubosque) und der Colorimeterstand 
der Blutzuckerlésung sei = 26,4. 
30,0 — 26,4 = 3,6, 30 + 3,6 = 33,6. 
Dem Prinzipe der umgekehrten Proportionalitét des D ubosqueschen 
Colorimeters gemaB, ergibt der Ansatz: 
33,6: 26,4 = x:0,1, x = 0,127°/, 
den betreffenden Blutzuckergehalt. 
2. Standardlésung = 11,4. 
Blutzuckerlésung = 12,3. 
12,3 — 11,4 = 0,9, 12,3 + 0,9 = 13,2. 
13,2: 11,4 = 0,1: x, x = 0,086%,. 
Die Analysen wurden an Menschenvollblut und Serum 
Gesunder und Diabetiker ausgefiihrt. Die Ergebnisse sind in 


der folgenden Tabelle zusammengestellt. 





»> aa 0. 
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Gefunden Blut-|Gefunden Blut- , 
Nr. Vollblat oder zucker in °/, zucker in °/, _— 
Serum colorimetrisch | n. Hagedorn ai 
1 Blut 0,127 0,125 + 0,002 
2 Serum 0,171 0,177 — 0,006 
3 Blut 0,145 0,136 + 0,009 
4 Serum 0,069 0,062 + 0,007 
5 . 0,086 0,097 — 0,011 
6 * 0,088 0,099 — 0,011 
7 Blut 0,067 0,088 — 0,021 
8 Serum 0,066 0,058 + 0,008 
9 a 0,068 0,072 — 0,004 
10 Blut 0,216 0,221 — 0,005 
1 * 0,168 0,153 + 0,015 
12 Serum 0,078 0,085 — 0,007 
13 “ 0,095 0,090 + 0,005 
14 Blut 0,078 0,095 — 0,017 











Die Resultate beider Methoden liegen also innerhalb der 
zulissigen Fehlergrenzen der Colorimetrie und der Mikromab- 
analyse. Aus den Analysen Nr. 5, 6 und 7 folgt des weiteren, 
daB in der Norm nach der Methode von Hagedorn maximal 
0,02°/, reduzierende Nichtzuckerstoffe mitbestimmt werden 
k6énnen. 

Zusammenfassung. 

1. Es wird eine Modifikation der colorimetrischen Resorcin- 

salzsiure-Mikromethode der Blutzuckerbestimmung beschrieben, 


welche das Colorimetrieren bei gewéhnlicher Temperatur unter 


Anwendung des Dubosqueschen Colorimeters gestattet. 

2. Ein Vergleich dieser Methode mit derjenigen von 
Hagedorn-Jensen ergab Analysenwerte, deren Differenzen 
innerhalb der zulassigen Fehlergrenzen liegen. 

3. In der Norm kénnen nach der Methode von Hagedorn- 
Jensen maximal 0,02°/, reduzierende Nichtzuckerstoffe mit- 


bestimmt werden. 
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Uber die Proteasen der Magenschleimhaut. 
Erste Abhandlung iiber die Enzyme der Leukocyten. 


Von 


Richard Willstitter und Eugen Bamann. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Okteber 1/28.) 


Einleitung. 

Es ist bekannt, daB die Magenschleimhaut auBer dem 
Pepsin auch anderes proteolytisches Enzym enthilt. P. Berg- 
man!) sowie O. Cohnheim® fanden im Extrakt der Schleim- 
haut, hauptsichlich des Antrum pylori, Erepsin, das nicht 
sezerniert wird.*) Eine eingehendere Untersuchung, die an- 
regend gewirkt hat, verdanken wir K. G. Dernby.‘) Er beob- 
achtete in den Mucosaausziigen nur Pepsin; der Brei der 
Schleimhaut bewirkte aber bei alkalischer Reaktion (Optimum 
bei p,, = 7,6) deutliche Hydrolyse von Wittepepton, die einem 
Enzym vom Trypsintypus zugeschrieben wurde.°) 


') Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 18, S. 143 (1906). 

2) Miinch. med. Wochenschr. Bd. 54, S. 2581 (1907). 

*) Hierauf wird eine von Herrn Prof. O.Kestner gemeinsam mit 
uns demniachst zu veréffentlichende Mitteilung eingehen. 

*) A Study on Autolysis of Animal Tissues. Journ. of Biol. Chem., 
Baltimore, Bd. 35, S. 179 (1918). 

°) In einer Arbeit tiber die Reinigung der Magenlipase {Diese 
Zs. Bd. 173, S. 17 (1927/1928)} machten wir vor kurzem ihnliche 
Beobachtungen wie Dernby, aber an Ausziigen aus der Magen- 
schleimhaut, und wir suchten sie ebenso zu deuten wie Dernby. 
Diese Beobachtungen iiber Selbstverdauung in den Mucosaausziigen [sie 
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Unsere Beobachtungen iiber die Magenschleimhaut er- 
geben, daB sie in allen Teilen viel Erepsin enthialt, und sie 
zeigen auBerdem das Vorkommen einer bei schwach saurer 
Reaktion wirkenden Protease an, die Gelatine, Kieralbumin 
und Clupein spaltet. Nach dem Vorschlag, den W. GraB- 
mann und H. Dyckerhoff?) in der 13. Abhandlung iiber pflanz- 
liche Proteasen machen, ist dieses Enzym als eine Pro- 
teinase zu bezeichnen. Jhr Wirkungsoptimum liegt bei 
Py = 3,5 bis 4 (fiir Clupein bei 5). Beide Enzyme, die Pro- 
teinase und die Peptidase sind schwerer extrahierbar als 
Pepsin. 

Die genauere Beschreibung der Magenschleimhautenzyme 
stellt Ubereinstimmung her zwischen diesem Gewebe und 
vielen anderen, in denen namentlich die Untersuchungen von 
S. G. Hedin’) und K. G. Dernby*) Gemische von Proteasen 
nachgewlesen haben. Dies sind die als wenig spezifisch gel- 
tenden und nicht genau definierten Traiger der Organ- und 
Gewebsautolysen, Dernby hat in der Leber, in der Milz und 
im Pankreas bei saurer Reaktion wirkende Pepsinasen und 
bei alkalischer Reaktion wirkende Tryptasen gefunden, und 
Hedin hat in der Milz, in der Niere und in den Lymphdriisen 
Giemische verschiedener Proteasen beobachtet. 

Das Bild dieser Organ- und Gewebsproteasen wird sich 
wesentlich vereinfachen. So wie EK. Waldschmidt - Leitz 
und W. Deutsch‘) an den Lienoproteasen gezeigt haben, so 





sind iihnlich wie die gleichzeitigen Versuche von H. Liiers und J. Bader, 
Biochem. Zs. Bd. 190, S. 122 (1927) bei der Reinigung von Chymosin| 
bei neutraler oder schwach alkalischer Reaktion, die einen Gehalt an 
Trypsin anzudeuten schienen, haben uns zu den genaueren Versuchen 
veranlaBt, die hier mitgeteilt werden. 

') Diese Zs. Bd. 179, S. 41 (1928). 

*) §.G. Hedin u. §. Rowland, Diese Zs. Bd. 32, S. 341 u. 531 
1901); 8S. G. Hedin, Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 155 (1904); Biochem. JI. 
Bd. 2, S. 112 (1906/1907); Jl. of Biol. Chem. Bd. 54, S. 177 (1922); Diese 
Zs. Bd. 122, S. 307 (1922); Diese Zs. Bd. 125, S. 289 (1928). 

*) Biochem. Zs. Bd. 81, S. 107 (1917); Jl. of Biol. Chem. Bd. 35, 
S. 179 (1918). . 

*) Diese Zs. Bd. 167, S. 285 (1927). 
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scheint es allgemeiner zuzutreffen, daB nur eine im schwach 
sauren Gebiet wirkende Proteinase und eine bei schwach alka- 
lischer Reaktion wirkende Peptidase fiir die beobachteten 
Spaltungen verantwortlich sind und daB auf ihr Zusammen- 
wirken auch scheinbare tryptische Effekte zuriickzufiihren sind. 

Es bedarf analytischer Einzeluntersuchungen von der Art 
wie die Identifizierung des Darmerepsins mit dem Pankreas- 
erepsin durch E. Waldschmidt-Leitz und A. Schiffner?) 
um die zweite Proteinase der Magenschleimhaut mit der in 
schwach saurem Gebiet wirkenden Proteinase der Pankreas- 
driise*) (in der Darmschleimhaut scheint sie noch nicht beob- 
achtet worden zu sein, aber man muB sie darin aufsuchen 
und der Speicheldriise und der Milz (Lienoprotease) und 
anderer Organe hinsichtlich ihrer Spezifitit zu identifizieren 
und um ferner mit dem Darmerepsin zu identifizieren die 
Peptidase der Magenschleimhaut, der Speicheldriise, der Milz 
und anderer Organe und um die Hinheitlichkeit dieses Erep- 
sins, die es von den Hefepeptidasen unterscheiden wiirde, noch 
genauer nachzupriifen. 

Der Nachweis der in schwach saurem Gebiete wirkenden 
Proteinase der Magenschleimhaut regt dazu an, ihre Ent- 
stehung und Funktion und die des Erepsins genauer zu priifen. 
Ks ist heute iiblich, die KiweiBverdauung auf die Wirkung 
von Pepsin, Trypsin und Erepsin zuriickzufiihren, und es wird 
zumeist angenommen, daB das letztere als ein Darmsekret 
auftrete, wie die beiden anderen von Driisen sezerniert werden. 
Die Beobachtungen an den nicht sezernierten, sondern, wie 
wenn sie Zellbestandteile wiren, in der Schleimhaut enthal- 
tenen beiden Enzymen der Magenmucosa deuten auf einen 
gréBeren Unterschied hin zwischen den Sekreten Pepsin und 
Trypsin einerseits und den in den Geweben wirkenden Kn- 
zymen (Proteinase und Peptidase) andererseits, hinsichtlich 
ihrer Bildungsweise und der Art ihrer Beteiligung an der 
KiweiBumformung. Es scheint nur eine von ihren Funktionen 





1) Diese Zs. Bd. 151, S. 31 (1926). 

2) K. G. Dernby, Jl. of Biol. Chem. Bd. 35, S. 179 (1918), und 
zwar §. 213. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXX. 9 
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in den Schleimhauten des ganzen Verdauungstraktes zu sein, 
die Resorption der Proteine und ihrer Abbauprodukte zu ver- 
mitteln. 

Mit einer einfachen Annahme, die als Arbeitshypothese 
fir die nachsten analytischen Versuche wegleitend sein soll, 
lassen sich alle an den proteolytischen Enzymen des Ver- 
dauungstraktes und anderer Organe gesammelten Beobachtun- 
gen einheitlich verstehen. Diese Annahme geht dahin, daB 
auBer Pepsin und Trypsin zwei’ nicht (in Form wahrer Lé- 
sungen) sezernierte proteolytische Enzyme in den Organen der 
héheren Tiere wirken, und daf sie die Proteasen der farb- 
losen Blutzellen sind. Es ist wohlbekannt'), daB die granu- 
lierten Leukocyten proteolytische Enzyme enthalten. Sie sollen 
mit den heutigen Methoden genauer untersucht und mit der 
schwach sauer wirksamen Proteinase und mit dem Erepsin 
verschiedenen Vorkommens verglichen werden. Es wird weiter 
zu untersuchen sein, ob dieselben farblosen Blutzellen die 
beiden Enzyme enthalten oder ob mit der morphologischen 
Differenzierung eine enzymatische verbunden ist. 

Es 14Bt sich kaum umgehen, fiir die bei schwach saurer 
Reaktion wirkende Proteinase (Magenschleimhaut-Proteinase, 
wabrscheinlich gleich Lienoprotease) einen besonderen Namen 
einzufiihren; wir schlagen dafiir die Bezeichnung Kathepsin 
vor (von xaiFéwev = verdauen). Sind Kathepsin und Erepsin 
ubiquitiir, weil sie die proteolytische Ausriistung der von allen 
Bindegeweben gebildeten Leukocyten darstellen? Der leuko- 
cytire Apparat der Darmzotten, der Magenmucosa und Sub- 
mucosa, iiberhaupt aller Schleimhiute des Verdauungstraktes 
scheint mit diesen beiden Enzymen die von den Sekreten 
(Pepsin und Trypsin) eingeleitete Spaltung der EKiweiBkérper 
zu vollenden und ibre Resorption zu bewirken. 


1) St. Mancini, Biochem. Zs. Bd. 26, S. 140 (1910); M. Tscher- 
noruzki, Diese Zs. Bd. 75, 8. 216 (1911); J. T. Parker and E. Franke, 
Jl. Med. Research Bd, 37, S. 345 (1917): K.G.Dernby, Jl. of Biol. 
Chem. Bd. 35, 8. 179 (1918), und zwar S. 204; N. Fiessinger, Les fer- 
ments des leucocytes en physiologie, pathologie et thér. génér., Paris 


(1923). 
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Es bedarf also weiterer Untersuchungen, um zu ent- 
scheiden, ob nicht Pepsin und Trypsin allein in wahren Lé- 
sungen sezerniert werden, Kathepsin und Erepsin hingegen in 
Form von Granula und ihren Suspensionen auftreten. Der 
Abstand zwischen beiden Méglichkeiten wird dadurch iiber- 
briickt, daB auch Driisen ihre in Form von Granula ge- 
speicherten Enzymvorrite nach Bedarf autolytisch aus den 
granulierten Zellen freilegen kénnten. Die oft gepriifte Frage 
verdient also erneut behandelt zu werden, ob wirklich Enzyme 
von der Diinndarmschleimhaut in homogener Liésung sezerniert 
werden, ob nicht doch das Erepsin des Darms und das Erepsin 
der Pankreasdriise wie das Kathepsin der letzteren leukocytiar 
gebunden auftreten. Auch wenn diese Enzyme von leukocytiirer 
Herkunft sind und von den Wanderzellen transportiert werden, 
ist es immerhin méglich, daB sie an gewissen Stellen durch die 
Autolyse der Blutzellen auch freigelegt und dann sezerniert 
vorkommen. KE. Waldschmidt-Leitz und J. Waldschmidt- 
Graser’) haben allerdings ihre letzten Beobachtungen an 
Darmsaft so deuten miissen, daB die Enterokinase aus Leuko- 
cyten stamme, aber nicht das Darmerepsin. Wenn mit der 
Beseitigung gewisser Leukocyten die Kinase zum Verschwinden 
gebracht wird, aber nicht zugleich das Erepsin, so ist es 
dennoch méglich, daB Leukocyten von verschiedener Art und 
Bildung als Triger der Kinase und des Erepsins in Betracht 
kommen.”) | 

Unsere Annahme, daB Kathepsin und Erepsin als Leuko- 





1) Diese Zs. Bd. 166, S. 247 (1927). 

) E. Waldschmidt-Leitz und J. Waldsechmidt-Graser be- 
gegneten in reinem normalem Darmsekret nur dem Erepsin. Wenn in 
gewissen Fallen Enterokinase bei der Spiilung einer isolierten Darm- 
schlinge gefunden wurde, so war sie auf Beimischung von Leukocyten 
aus den Follikeln der Darmwand zuriickzufiihren. In solchen Fallen 
nahm die Menge der Kinase bei der Spiilung vereiterter Darmschlingen 
ab und verschwand, sie ging mit dem Leukocytengehalt des Sekrets 
parallel, wihrend zu gleicher Zeit das Erepsin sich nicht verminderte. 
Aber mu8 dann wirklich Erepsin als urspriingliches Sekretionsprodukt 
der Darmschleimhaut gelten, kénnen nicht andere Blutzellen als die 
inasefiihrenden Eiterzellen das Erepsin hervorbringen? 
g* 
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cytenenzyme in den Schleimhiuten des Magens und des Diinn- 
darms vorkommen und wirken, stimmt gut zu den histologischen 
Beobachtungen iiber die Anhiufung der Leukocyten an diesen 
Stellen. Sie stimmt auch gut zu der Erscheinung der ,,Leuko- 
pedesis gastrica“, die von M. Loeper und G. Marchal?) ein- 
gehend untersucht und als durchaus normales Phinomen be- 
trachtet wurde. Das Auftreten der Leukocyten, welche nach 
M. Loeper und G. Marchal die Pepsinverdauung unterstiitzen 
sollen, wird durch sehr verschiedene Substanzen ausgelést, die 
in den Magen eingefiihrt werden. Es ist daher nétig, die Ver- 
dauungssitte (Speichel, Magensaft und Darmsaft) vor der Unter- 
suchung auf geléste Enzyme sorgfaltig von Zellen, und zwar 
unter Hintanhaltung ihrer Autolyse, zu befreien. 


Experimenteller Teil. 


I. Nachweis der inschwach saurem Gebiet wirkenden Proteinase 
(Kathepsin). 

Die Untersuchungen iiber die p,,-Abhangigkeit der Pepsin- 
wirkung sind von 8. P. L. Sérensen?), von L. Michaelis und 
A. Mendelssohn’), von P. Rona und H. Kleinmann‘) und 
von J. H. Northrop) stets mit kauflichen Priparaten von 
Pepsin ausgefiihrt worden, also nicht mit einheitlichem Enzym, 
das noch nicht zuginglich ist, oder wenigstens mit reinem 
Magensaft. Die proteolytische Einheitlichkeit des Handels- 
pepsins ist aber schon wiederholt bezweifelt worden, zuerst 
von KE. Abderhalden und P. Rona.*) M. Takemura’) fand 
im Kosselschen Institut, dab kiufliches Pepsin in einzelnen 


') Compt. rend. des séances de la soc. de biol. Bd. 87, S. 640 und 
10838 (1922). 

*) Biochem. Zs. Bd. 21, S. 131 (1909), und zwar S. 288. 

5) Biochem. Zs. Bd. 65, 8. 1 (1914). 

*) Biochem. Zs. Bd. 150, S. 444 (1924); Bd. 155, 8. 84 (1925); Bd. 159 
S. 146 (1925). 

5) Journ. of Gen. Physiol. Bd. 5, S. 263 (1922); Bd. 7, S. 603 (1925). 

®) Diese Zs. Bd. 47, S. 359 (1906). 

’) Diese Zs. Bd. 63, S. 201 (1909), und zwar S. 206; vgl. auch 
K. Hirayama, diese Zs. Bd. 65, 5. 290 (1910). 
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Falien eine Wirkung auf Clupein ausiibte, die auf eine Bei- 
mischung von /-Protease hindeutete.?) 

Fiir unsere ersten Versuche diente Pepsin von E. Merck, 
und zwar Pepsin. pulv. solub. Pharm. Brit. 1914 (,,lést 
2500 Teile koaguliertes EiweiB in 6 Stunden“ [nach Mercks 
Index, V. Aufl, 1927]) und Pepsin. ,absol. zur Anwendung 
nach Prof. Payr“. Diese Handelspriparate sind etwa 4 mal 
schwicher als unsere rohen ammoniakalischen Ausziige aus 
getrockneter Schleimhaut. 


Gelatine. Angewandt 0,300 g Pepsin und 1,0¢g Gelatine; die 
Py-Einstellung geschah mit 5 ccm 0,2 m Citratpuffer unter Zusatz von 
0,5 cem 0,2 n-Salzsiure fiir py = 5, 2,5 cem fiir py = 4, 5 cem fiir 
Pu = 3, 8 cem fiir py = 2. Wéihrend des Versuchs blieb py konstant. 
Volumen 50 ecm, 30% Die Bestimmung des Aciditiitszuwachses fiihrten 
wir nach Willstatter, Waldschmidt-Leitz, Duiaiturria und 
Kiinstner’) aus. Die Hydrolyse (Tab. I) ergab von py, = 2—4 ungefihr 
gleiche Werte, und noch bei p;; = 5 war die Aciditiitszunahme etwa ?/, 
der maximalen. 


Tabelle 1. 


Wirkung des Pepsins (Merck) auf Gelatine und Eieralbumin bei ver- 
schiedenen py. 
(Die Angaben bedeuten Acidititszunahme, ccm 0,2 n-alkohol. KOH, in 
10 cem des Versuchsansatzes.) 








Vers. mit Gelatine Vers. mit Eieralbumin 
, Pu mit Pepsin | mit Pepsin mit Pepsin Ph. Br. 
Ph. Br. nach Payr - 


Dauer: 52 Stdn.' Dauer: 43 Stdn.|] Dauer: 2 Stdn. | Dauer: 18 Stdn. 








2 0,35 | 0,34 0,35 | 0,80 
| 3 0,32 0,35 0,25 | 0,65 
4 0,34 0,31 0,05 | 0,20 
| 5 0.25 0,21 0,0 | 0,20 
6 0,09 0,10 0,0 | 0,08 
7 0,07 _- ~~ | — 





Eieralbumin. Angewandt 0,150 g Pepsin Pharm. Brit., 1,0 g 
Eieralbumin (Kahlbaum) in 50cem Lésung bei 30° Zur p,,-Ein- 





1) Die gleichartige Wirkung eines Magenfistelsaftes erlaubt keine 
SchluBfolgerung. Der Saft war gewi8 nicht zentrifugiert, er kann Leuko- 


cyten enthalten haben. 
2) Diese Zs. Bd. 161, S. 191 (1926). 
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stellung waren auBer 5 cem Citratpuffer noch erforderlich fiir py = 6, 
5, 4, 3, 2: 0,10, 0,20, 1,30, 2,90, 5,00 cem n-Salzsiiure. Die Spaltungs- 
betriige (Tab. I) sind mit diesem Substrat gréBer. In den ersten Stunden 
liegt das py-Optimum, nach der weniger sauren Seite scharf abfallend, 
in dem fiir Pepsin bekannten Bereich, allmihlich kommt aber daneben 
die Wirkung bei p;,, = 3—5 zur Geltung. 

Clupein. Angewandt 0,300 g Pepsin Pharm. Brit. und 10 cem 
5°/,iger Lésung von Clupeinsulfat, deren p,;, etwa 3,5 ist und mit 
1,5 ccm n-Salzsiure auf py = 2 gebracht wurde; fiir die Versuche bei 
Py = 6 und 7,5 neutralisierten wir die Clupeinlésung mit verdiinntem 
Ammoniak. Der Versuchsansatz enthielt 5 cem 0,2m Citratpuffer und 
betrug 25cem. Die Beobachtungen zeigen, daB die optimale Wirkung 
bei diesem Substrat im schwiicher sauren Gebiet (py = 5) liegt (Tab. 2). 


Tabelle 2. 
Wirkung von Pepsin (Merck) auf Clupein bei verschiedenen py, (30°, 
48 Stunden). 
(Die Angaben bedeuten Aciditiitszunahme, cem 0,05 n-alkohol. KOH in 
5 cem des Versuchsansatzes.) 
P= 2 4 5 6 7,5 
0,20 0,80 0,55 0,25 0,0. 

Mit dem kiauflichen Pepsin sollen nun frisch bereitete 
Ausziige aus getrockneter Mucosa verglichen werden. 

Die Magenschleimhaut von 16 einjihrigen Schweinen, die 
gemiB der Schlachtungsart entblutet waren, wurde sc gut wie 
méglich in Cardia-, Fundus- und Pylorusregion zerlegt. Nach 
dem Zerkleinern entfetteten und trockneten wir den Brei durch 
2malige '/, stiindige Behandlung mit der 10fachen Menge 
Aceton und durch 2malige Einwirkung der 5 fachen Menge 
Ather wihrend 5—10 Minuten. Die Ausbeute in Form eines 
groben Pulvers von schwach grau-gelblicher Farbe betrug 55 g 
Cardia-, 170 g Fundus-, 55 g Pylorusschleimhaut. Zur Kenn- 
zeicinung dieser Anteile sei ihre lipatische Wirksamkeit an- 
gefiihrt. 

Je 1g Cardiaschleimhaut enthilt 350, Fundusregion 11, 
Pylorusanteil 20 Kinheiten der Tributyrinspaltung (B.,-E.).1) 


- 


') Vgl. R. Willstitter, F. Haurowitz u. F. Memmen, Diese 
Zs. Bd. 140, 8S. 203 (1924), und zwar S. 208; R. Willstitter u. E. Ba- 
mann, Diese Zs. Bd. 173, 8.17 (1928), und zwar S. 21 u. 24. 
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Hinsichtlich der Pepsinwirkung ist die Fundusregion die 
giinstigste, aber die Unterschiede sind lange nicht so groB wie 
bei der Lipase. Mit Glycerinausziigen aus je 0,58 g und mit 
0,1 n-Salzsiureauszug aus je 0,40 g Schleimhaut im Versuchs- 
ansatz von 25 ccm, der 6,25 ccm 6°/,iger Caseinlésung und 
10 ccm 0,2 n-Salzsiure enthielt, ermittelten wir in 48 Stunden 
bei 30° die Acidititszunahme in 10 ccm. 


eem 0,2 n-alkohol. KOH 
Fundus Cardia Pylorus 
Mit Glycerinauszug. . . . . . 1,10 0,45 0,65 


Mit Salzsiureauszug .... . 0,95 0,35 0,40. 


Fir einen Teil der Versuche diente die Mucosa des Hunde- 
magens. Die Tiere wurden bei der Tétung nicht entblutet; 
daher war die Magenschleimhaut blutreich, die Trockenpriparate 
behielten dunklere rétlichbraune Farbe. 


Die Trockenpriparate der Mucosa lieferten mit der 10- 
bis 20-fachen Menge 0,1 n-Salzsiiure oder 0,025 n-Ammoniak 
in }/, stiindiger Kinwirkung Ausziige, die bei gleichem Trocken- 
riickstand die kiuflichen Praiparate weit iibertrafen. Bei der 
Messung mit Gelatine zeigte die salzsaure Lisung (Tab. 3 und 
Figur) von p, = 2—3 einen Riickgang der Spaltung auf etwa 
die Hilfte und dann einen flachen Verlauf der p,,-Abhingig- 
keitskurve bis p, = 5. Die ammoniakalische Liésung ist ver- 
hiltnismaBig wirksamer im schwach sauren Gebiete, und zwar 
ist die Wirkung bei p,, = 4 sogar etwas griBer als bei p,, = 2. 
Die Freilegung der zweiten Proteinase wird also bei schwach 
alkalischer Reaktion begiinstigt. Die Aciditiitszunahmen in 
fast neutralem Medium sind gewi8 von Erepsin beeinflubt 
dagegen ist es ausgeschlossen, die Hydrolyse in schwach saurem 
Gebiete auf Zusammenwirken von Pepsin und Erepsin zuriick- 
zufiihren. Erepsin ist naimlich (vgl. die Beobachtungen iiber 
seine p,,-Abhingigkeit im folgenden) schon bei p,, = 5 wirkungs- 
los und es ist in saurer Lésung sehr unbestindig. 

Die Versuchsanordnung ist dieselbe wie bei Tab. 1; nur war zur 


Py-Einstellung fiir den ammoniakalischen Auszug mehr 0,2 n-Salzsiiure 
notig, némlich fiir py, = 6, 5, 4, 3, 2:0,5, 1,5, 4,5 8,0, 13,0 ccm. 
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Wirkung von Ausziigen der getrockneten Magenschleimhaut auf Gelatine 
bei verschiedenen p,;;; 66 Stunden, 30°. 
(Die Angaben bedeuten Acidititszuwachs, cem 0,2 n-KOH in 10 ccm 


Tabelle 3. 


Versuchsansatz.) 
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Pu 


2,0 
3,0 
4,0 
5,0 
6,0 
7,0 
8,5 


Um Ausziige wie die hier angewandten mit unseren Han- 
delspriparaten von Pepsin zu vergleichen, 


Pp -Abhangigkeit der proteolytischen Gelatinespaltung durch Magenschleimhautausziige. 


I. Salzsaurer Auszug der getrockneten Schleimhaut (Schwein) 0,45 g, 66 Stunden (Tab. 3). 
II. Glycerinauszug der frischen Schleimhaut (Schwein) 6,36 g Trockengewicht, 65 Stunden 


(Tab. 4). 


Ill. Glycerinauszug der frischen Schleimhaut (Hund) 1,80 g Trockengewicht, 24 Stunden 


(Tab. 4). 


Die beobachteten Werte von ccm 0,2 n-KOH sind derart umgerechnet, daB die bei 











Salzsaurer Auszug 


aus 0,45 g Trockenmucosa 


0,25 
0,12 
0,10 
0,09 
0,04 
0,0 

0,0 





Ammoniakalischer Auszug 
aus 1,5 g Trockenmucosa 


0,45 
0,39 
0,50 
0,23 
0,20 
0,15 
0,10 
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unter den Bedingungen der Tab. 1 mit Eieralbumin bei 
Py = 2 wahrend 2 Stunden. Von den Enzymlésungen (25 ccm) 
aus 0,5 g gesamter Schleimhaut bewirkte a) die salzsaure 
(0,025 n) 0,40, b) die ammoniakalische (0,025 n) 0,60 ccm 
0,2 n-KOH Acidititszunahme gegeniiber c) 0,35 ccm beim Ver- 
such mit kauflichem Pepsin. Die zugehérigen Trockengewichte 
sind: a) 65, b) 105, c) 150 mg. 


Tabelle 4. 


Wirkung von Glycerinausziigen aus frischer Magenschleimhaut 
auf Gelatine bei verschiedenen p;,; 30°. 
(Die Angaben bedeuten Acidititszuwachs, cem 0,2 n-alkohol. KOH, 
in 10 cem des Versuchsansatzes.) 





Magen des Schweines. Magen des Hundes. 
Angewandt Mucosa Angewandt Mucosa 
Pu entspr. Trockengewicht | entspr. Trockengewicht 
036g | 1,80¢ 1,80 g 
65 Stunden | 20 Stunden 24 Stunden 
2,0 0,55 | 0,70 0,39 
3,0 0,50 | _ 0,55 
3,5 site | 0,90 = 
4,0 0,60 | 0,52 0,72 
5,0 025 | 0,21 0,48 
6,0 0,18 | 0,17 0,22 
7,0 0,20 | 0,16 0,14 
8,3 015 | 0,02 0,10 
9,0 0,05 | 0,05 0,08 








Die Versuchsanordnung war die gleiche wie bei den Messungen 
der Tab. 1; nur in der ersten Versuchsreihe (mit 0,36 g Trockensubstanz) 
war die Substratmenge verdoppelt (2g in 50 ccm), daher war auch die 
zur py-Einstellung nétige Menge 0,2 n-Salzsiiure zu verdoppeln. 


Deutlicher als die kéuflichen EKnzympriparate zeigen 
Ausziige aus frischer Magenschleimhaut, die zweckmiéBig mit 
Glycerin bereitet werden, mit Gelatine als Substrat neben der 
Pepsinwirkung eine sogar noch stirkere proteolytische Wir- 
kung im schwicher sauren Gebiet (Tab. 4 und Figur). Es ist 
ein wesentlicher Umstand, daB die Glycerinausziige in sehr 
langer Dauer (etwa 8 Wochen) bereitet waren. Das Wirkungs- 
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optimum lag in einem Versuch bei p,, = 3,5, in zwei Versuchen 
(Mucosa von Schwein und Hund) bei p, = 4. Der Glycerin- 
auszug aus Hundemagenschleimhaut wies die Wirkung im 
schwach sauren im Vergleich zum stark sauren Gebiet in 
iiberragender Weise auf. Die hier verhialtnismiBig stirkere 
Wirkrng der schwach saures Medium erfordernden Proteinase 
ist vielleicht durch den Blutgehalt der Schleimhaut (vgl. oben) 
bedingt. Die noch bei ungefaihr neutraler Reaktion nicht un- 
erhebliche Gelatinespaltung ist nicht allein der Proteinase zu- 
zuschreiben, sondern zu ihrer Wirkung diirfte sich hier die des 


Erepsins gesellen. 


II. Priifung auf Trypsinwirkung. 

kK. G. Dernby glaubte in der Magenschleimhaut, nicht in 
ihren Ausziigen, Enzyme vom ‘T'rypsintypus nachzuweisen, die 
ein ausgesprochenes p,,-Optimum von 7,6 erkennen lieBen. Als 
Substrat diente Wittepepton. Da wir an Gelatine keine tryp- 
tische Wirkung beobachten kinnen, wird die von Dernby im 
schwach alkalischen Gebiet gefundene Spaltung auf ereptische 
Hydrolyse von Peptiden in dem angewandten Substrat zuriick- 
gefiihrt werden miissen. 

GemiB der Trypsinbestimmung nach Willstatter, Wald- 
schmidt-Leitz, Dufaiturria und Kiinstner priiften wir 
die Glycerinausziige aus frischer Mucosa (Schwein und Hund) 
mit und ohne Aktivierung durch Enterokinase. Die Aciditits- 
zunahmen nach 24 Stunden entsprachen 0,10—0,12, nach 
48 Stunden 0,18 ccm 0,2 n-alkohol. KOH, wihrend der parallele 
Leerversuch 0,13 ccm erforderte. Das ist ein giinzlich nega- 
tives Ergebnis. Wenn eine spurenweise Spaltung erfolgte, so ist sie 
der im schwach sauren Gebiet wirkenden Proteinase zuzuschreiben. 

Bestimmungen mit ammoniakalischen Ausziigen aus ge- 
trockneter Mucosa, ebenfalls unter Aktivierung mit Entero- 
kinase, fiihrten zu demselben Resultat. In Versuchen mit 
Cardia-, Fundus- und Pylorusanteil. der Mucosa fanden wir 
mit 1,30 g Trockengewicht im Versuchsansatz von 50 ccm in 
Titrationsproben von 10 ccm (enth. 0,30 g Casein) Aciditats- 
zunahme in 40 Stunden von 0,20 ccm gegen0,10 cemim Leerversuch. 











Uber die Proteasen der Magenschleimhaut. 139 


III. Bestimmung der ereptischen Wirkung. 


Die Priifung der (Monate alten) Glycerinausziige aus frischer 
Magenschleimhaut mit Leucylglycin (Tab. 5) ergab, daB darin 
ein bei p,, = ungefahr 8 optimal wirkendes ereptisches Enzym 
reichlich enthalten ist, das in saurem Gebiet von p,, = 5 an 
ginzlich wirkungslos ist. Besonders die Versuche mit 20 Stdn. 
Dauer zeigen, daB nicht Peptonbildung durch Pepsin und Peptid- 
spaltung durch Erepsin zusammen Kathepsinwirkung vortiuschen. 

Unsere Beobachtung des p,,-Optimums ist keine sehr ge- 
naue. Sie stimmt mit der Literatur geniigend iiberein, denn 
EK. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck!?) haben fiir 
Pankreaserepsin p,, = 7,8, E. Waldschmidt-Leitz und 
A. Schaffner’) fiir Darmerepsin p,, = 7,8, H.v. Euler und 
K. Josephson’*) fiir dasselbe p,, = 8,0 als Optimum ermittelt. 

Fiir unsere Bestimmung der py-Abhingigkeit diente ein Versuchs- 
ansatz mit 12,5 cem Lésung von 0,4705 g d,l-Leucylglycin, 2 cem Gly- 
cerinauszug, entsprechend 0,144 g Mucosatrockengewicht, und meistens 


mit 0,2 m-Citratpuffer in 50 cem, wovon je 10 ccm titriert wurden. 


Tabelle 5. 


Hydrolyse von d,l-Leucylglycin durch Glycerinauszug der Magen- 
schleimhaut bei verschiedenen p,, (30°). 
(Die Angaben bedeuten cem 0,2 n-alkohol. KOH fiir Titr. von 10 cem 
Vers.-Ans. mit 0,0941 g = 0,0005 Mol Peptid.) 











Magen des Schweines. Magen des Hundes. 
Angew. Mucosa, entspr. Angew. Mucosa, entspr. 
Pu 0,029 g Trockengew. 0,029 g Trockengew. 
1 Std. _ 20 Std. 1 Std. | 20 Std. 
8,6 0,82 | 0,84 
8,0 1,00 - _ 
7,8 - on 0,93 - 
7,5 0,83 — — — 
7,0 0,06 1,25 0,09 
6,0 0,03 0,25 _ ~ 
5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
3.5 0,0 0,0 0,0 | 0,0 
2,0 0,0 0,0 — | — 











1) Diese Zs. Bd. 147, S. 286 (1925), und zwar S. 307. 

*) Diese Zs. Bd. 151, S. 31 (1925/26), und zwar S. 37. 

3) Chem. Ber. Bd. 59, S. 226 (1926); H. v. Euler, Chemie d. Enzyme, 
II. Teil, S. 409, Miinchen (1927). 
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Hinsichtlich der Bestindigkeit, die natiirlich von dem 
wechselnden Schutz durch Begleitstoffe abhaingt, gleicht das 
Magenerepsin viel mehr dem Pankreaserepsin nach den Beob- 
achtungen von EK. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck’) 
als dem Darmerepsin, das sich nach EK. Waldschmidt-Leitz 
und A. Schaffner’) ganz anders verhialt. Mit der Trocknung 
der Darmschleimhaut schien so gut wie vollstandige Zer- 
stérung des Erepsins verbunden zu sein. Dagegen lieferte die 
mit organischen Lésungsmitteln unter gewissen Vorsichts- 
maBregeln getrocknete und monatelang aufbewahrte Magen- 
mucosa beim Extrahieren ihnliche Ausbeuten an Erepsin wie 
die frische. In wiaBriger Lésung ist das Magenenzym bei 
saurer Reaktion ganz unbestindig und auch bei alkalischer 
Reaktion noch weniger bestiindig als bei neutraler; durch Zu- 
satz von Glycerin zur neutralen Lésung wird es vollkommen 
haltbar. Mit Salzsiure, z. B. 0,025n in 30 Minuten, lassen 
sich daher keine ereptisch wirksamen Mucosaausziige her- 
stellen. Dadurch erklirt es sich, daB das von uns gepriifte 


Pepsin des Handels erepsinfrei ist. 

Die vergleichenden Versuche wurden mit einem 0,025 n-ammoniaka- 
lischen Auszug (150 cem) der getrockneten Mucosa (5 g) ausgefiihrt, der 
nach Neutralisieren auf 200 cem gebracht war. Je 50 cem Auszug ver- 
setzten wir a) mit 25 ccm Wasser, b) 25 ccm 0,1 m-Dinatriumcitratlésung, 
e) 25cem 0,1 m-Dinatriumphosphatlésung, d) 25 cem 86 °/,igem Glycerin. 
Zur Bestimmung dienten 0,4705 g d,l-Leucylglycin und NH,-NH,Cl- 
Puffer im Volumen von 25 ccm bei 30° wihrend 2 Stunden, bei p;; = 7,8; 
Titrationsprobe 10 cem. 

a) Die neutrale Lésung ergab frisch bereitet Peptidspalt. entspr. 0,80 ecm 

0,2 n-KOH, 

desgl. nach 24 Stdn. bei 20° 0,30 cem 0,2 n-KOH. 

b) Die saure Lésung (pq = 5,5) ergab nach 3 Stdn. bei 20° Peptid- 
spaltung entspr. 0,0 ccm 0,2 n-KOH, also voéllige Zerstérung. 

ce) Die alkalische Lésung (py, = 8,0) ergab nach 3 Stdn. bei 20° Peptid- 
spaltung entspr. 0,20 ccm 0,2 n-KOH. 

d) Die glycerinhaltige Lésung ergab nach 3 Stdn. bei 20° Peptidspal- 
tung entspr. 0,92 em 0,2 n-KOH, 

desgl. nach 24 Stdn. bei 20° 0,94 ecm 0,2 n-KOH, also vdllige Be- 

stindigkeit. 





') Diese Zs. Bd. 147, S. 286 (1955), und zwar S. 296. 
*) Diese Zs. Bd. 151, S. 31 (1926), und zwar S. 44. 
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Wenn eine solche wi8rige Enzymlésung beim Stehen allmiihlich 
Aktivitét eimbiBt, so kann die Priifung mit verschiedenen Substraten, 
nimlich Di-, Tri- und Polypeptiden, unter Umstiinden einen Anhalt 
dafiir bieten, ob in dem Enzym ein Gemisch von Dipeptidase und Poly- 
peptidase vorliegt. Bei dem Erepsin der Magenschleimhaut zeigte sich 
a sia Abnahme der Dipeptid- und Tripeptidhydrolyse. 





- Spaltung entsprechend cem 
. | nach 1 Std. Stehen | nach 1 Std. Stehen 
anfangs bei Pu an 4,2 | bei Pr _ 7,9 
Leucylglycin. . . 0,55 0,0 | 0,38 
Leucylglyeyl-glycin 0,75 0,0 | 0,53 








Das Vorkommen des Erepsins ist ein fast gleichmiBiges 
in den einzelnen Regionen der Magenschleimhaut. Der Ver- 
gleich der ammoniakalischen Ausziige aus den Anteilen der 
getrockneten Mucosa ergab nur etwas niedrigere Werte fir 
die Pars pylorica; aber nach der zuverliissigeren Analyse der 
frischen Schleimhaut durch Extrahieren mit Glycerin ist sogar 
die Pylorusregion ein wenig reicher an Erepsin als Fundus- 
und Cardiateil. Den kleinen Unterschieden ist also wenig 
Bedeutung zuzuschreiben. 

Spaltung von 0,001 Mol d,l-Leucylglycin im Volumen von 10 cem; 
Pu = 7,8, eingest. mit NH,-NH,Cl-Puffer. Dauer 6 Stunden bei Ver- 
such I, 1 Stunde bei Versuch II, HI, IV. (Die Angaben bedeuten cem 
0,2 n-alkoholisches KOH.) 














Fundus | Cardia | Pylorus 
) & einai (/, Sta. von 0 ities 

tr. Muc.) (Schwein) . . . 1,47 i,40 1,20 
II. Glycerinauszug (2 W ile 3 frisch. 

Mue. = 0,056 g trocken) (Schwein) 1,04 1,00 1,20 
III. Glycerinauszug (6 Wochen, frisch. 

Mue. = 0,056 g trocken) (Schwein) 1,40 - — 
IV. Glycerinauszug (2 Wochen, frisch. 

Muc. = 0,056 g trocken) (Hund). . 1,00 


Das Erepsin ist schwierig aus der Schleimhaut in Lésung 
iiberzufiihren, schwerer als Pepsin. Bei 3 maligem, je 1 stiin- 
digem Extrahieren getrockneter Magenschleimhaut mit 0,025 n- 
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Ammoniak (je 2g Fundusregion mit 50 ccm) gewannen wir 
Enzymlésungen, in denen die Pepsinwirkung von einem zum 
nichsten Auszug einen bedeutenderen Riickgang zeigte als 
die ereptische. 

Erepsinbestimmung. Spaltung von 0,001 Mol. d,l-Leucylglycin im 
Volumen von 10 cem bei py = 7,8 durch Auszug aus 0,08 g Mucosa- 
trockengewicht. 

Pepsinbestimmung. Spaltung von 0,15 g Casein im Volumen von 
10 cem bei py = 2 durch denselben Auszug. 


Pepsinwirkung Erepsinwirkung 
I. Auszug 0,50ccm, best. in 24 Std. 0,55 ecm, best. in 2 Std. 
S «= 040, 4» » 24 , a. see oe 
wm. MS. » »« Me CMe « wo B & 


Beobachtungen an Magensiften. 


Die Beschaffung von Magensiften wurde uns erméglicht 
durch die freundliche Unterstiitzung des Herrn Dr. Albrecht 
Schmidt-Ott, Assistenten der IJ. Inneren Klinik im Kranken- 
haus links der Isar, dem wir fiir seine Hilfe unseren besten 
Dank ausdriicken. 

In (drei) normalen Magenséften von saurer Reaktion fanden 
wir, auch wenn sie sofort nach dem Aushebern neutralisiert 
wurden, keine Spur von Erepsin. Wenn ein wenig von diesem 
Enzym vorhanden war, so geniigte die Aciditit der Safte zu 
seiner Zerstérung; die negativen Beobachtungen erlauben daher 
keine Folgerungen. 

Neutral reagierende Magensifte von Kranken iibten in 
allen gepriiften Fallen (4 Niichternsifte, 2 Nachsekrete nach 
Probefriihstiick) betrichtliche Erepsinwirkung aus (gefunden 
bei Hydrolyse von 0,0470 g Leucylglycin in 5 ccm durch 
2,5 ccm Saft in 48 Stunden Acidititszunahmen von 0,60, 0,70 
{d.i. mehr als die fiir einen Antipoden berechnete Menge], 
0,48, 0,45, 0,27, 0,50 ccm 0,2 n-alkoholisches KOH). Fir den 
Erepsingehalt kann in allen diesen Fallen, obwohl die Safte 
klar und gallenfrei erschienen, auBer in den Magen gelangtem 
Speichel sowohl Darmsaft wie auch ein Gehalt an Zellen ver- 
antwortlich sein. Diese anormalen Magensifte zeigten schwache 
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Pepsinwirkung, aber starke Trypsinwirkung (gefunden z. B.: 
Spaltung von 0,15 g Casein in 10 ccm wihrend 48 Stunden 
durch 2 ccm Saft entsprechend 1,25 und 1,90 ccm 0,2n- 
alkoholisches KOH). 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 
wir unseren aufrichtigen Dank aus fiir die Férderung unserer 
Arbeit durch ein (Herrn E. Bamann) gewihrtes Forschungs- 
stipendium. 
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Uber den roten Farbstoff der Herz- und Skelettmuskulatur. 
Von 
Radolf Schénheimer. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Freiburg i. Br.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. November 1928,) 


Im Laufe der abbauenden und synthetischen Arbeiten iiber die 
Porphyrine, vor allem von H. Fischer’), haben sich auch fiir die Bio- 
logie verschiedene ganz neue Gesichtspunkte ergeben. H. Fischer ge- 
lang die Abscheidung der pathologischen Porphyrine aus Harn und Kot 
eines Porphyrinkranken, die nach der friiheren Auffassung als biologische 
Abbauprodukte des Himoglobins gegolten haben. Es konnten 2 Por- 
phyrine isoliert werden, die die Namen Uro- und Koproporpbyrin erhielten. 
Diese unterscheiden sich nur durch die Zahl ihrer Carboxylgruppen. Uro- 
porphyrin enthilt 8, Koproporphyrin 4 Carboxyle. Beim trockenen Er- 
hitzen spaltet Uroporphyrin 4 Mol. Kohlendioxyd ab und geht in Kopro- 
porphyrin iiber. Diese beiden Porphyrine stehen also in einem sehr 
nahen chemischen und daher auch wohl biologisechen Zusammenhang. 
Wabhrscheinlich kommen in der Natur, vor allem beim Porphyrinkranken 
noch Zwischenprodukte dieser beiden K6rper vor. 

Durch den chemischen Abbau des Himins aus dem Blute gelangt 
man nicht zu Derivaten dieser beiden Porphyrine. Es hat sich vielmehr 
gezeigt, daB die Porphyrine des Blutfarbstoffes sich von einem anderen 
Atio- und Mesoporphyrin ableiten, als das Uro- und Koproporphyrin 
(H. Fischer u. Stangler.*) Es liegt eine andere sterische Konfiguration 
vor, die es ausschlieBt, daB es im Organismus einen einfachen Ubergang 
der einen Porphyrinreihe in die andere gibt. Uro- und Koproporphyrin 
entstehen nun keineswegs nur im pathologischen Stoffwechsel, sondern 
sind in der Natur weit verbreitete Substanzen, Uroporphyrin ist auch 
beim Gesunden in kleiner Menge im Harn, Koproporphyrin im Kot 
vorhanden. Die Schwungfedern des Turacusvogels enthalten das Kupfer- 
salz des Uroporphyrins. Aus der Hefe konnte neben Himin auch Kopro- 


1) S. Chem. Ber. Bd. 60, 8. 2611 (1927). 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 459, S. 53 (1928). 
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porphyrin isoliert werden. Es gelang aber niemals, selbst nicht beim 
Porphyrinkranken, neben diesen Porphyrinen, deren komplexe Eisen- 
verbindung das Uro- oder Koprohiimin zu finden. 

Es existiert also in der Natur ein Dualismus der Porphyrine, die 
nicht ineinander iibergehen kénnen, und daher bis zu einem gewissen 
Grade getrennt von der Zelle bereitet werden miissen. H. Fischer glaubt, 
daB das Auftreten der Porpbyrine im héheren Organismus eine atavistische 
Erscheinung sei. Das Koproporphyrin sei das entwicklungsgeschichtlich 
iiltere. ,Man kann annehmen, daB die Synthese des Blutfarbstoffes iiber 
die Porphyrine liuft und in der Koproreihe die Einfiihrung des Eisens 
nicht mehr vollzogen wird.“ 


Die Frage, ob es im héheren Organismus nicht doch 
Kisenkomplexverbindungen (Hamine) der Uro—Kopro-Reihe gibt, 
schien mir noch nicht véllig sicher beantwortet zu sein, bevor 
nicht auf Grund der neuen Kenntnisse noch einmal der Muskel- 
farbstoff niher untersucht war. Unsere Kenntnisse iiber das 
Muskelh’moglobin sind sehr gering, und es war miglich, dab 
die Farbstoffkomponente des Muskels doch die Muttersubstanz 
der im Organismus auftretenden kleinen Mengen von Uro- und 
Koproporphyrin darstellt. 

Der Muskelfarbstoff gibt ein Spektrum, das sich von dem 
des Hiimoglobins etwas unterscheidet.') Da es gelungen war, 
auch aus dem Muskelfarbstoff Himinkrystalle zu gewinnen 
(Mérner)'), nahm man an, daB die Differenzen nur durch eine 
Verschiedenheit der EiweiBkomponente hervorgerufen werden. 
Auf die Identitit des Muskel- und Bluthimins kann man 
heute allein auf Grund der Tatsache, daB man aus dem Muskel 
Krystalle gewonnen hat, deren Spektrum und Analyse mit dem 
Himin des Blutes gleich sind, nicht mehr mit Sicherheit 
schlieBen. Denn durch die Arbeiten von H. Fischer war ja 
bewiesen worden, daB die Differenzen in den beiden Por- 
phyrinreihen vornebmlich auf Stellungsverschiedenheiten be- 
ruhen, die in den damaligen Untersuchungen gar nicht zum 
Ausdruck gekommen wiren. 

Der Beweis der Identitit des Muskel- und Bluthimins 
kann nur durch den Vergleich der aus den beiden Stoffen durch 


1) Morner, Nordiskt. Mediciniskt. Arkiv. Bd. 8, Abh. 2 (1897); 
Giinter, Virch. Arch. Bd. 230, 8. 146 (1921); Schumm, Die spektro- 
skopische Analyse. Jena 1927, S. 94. 

Heppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXXX. 10 
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Abbau gewonnenen Prophyrine erbracht werden. Dazu schienen 
die Mesoporphyrine am geeignetsten, weil sie am leichtesten 
darstellbar sind, sich von ihnen Ester mit sehr scharfen 
Schmelzpunkten herstellen lassen, und weil 2 der theoretischen 
méglichen Porphyrine, darunter auch das des Blutes, von 
H. Fischer u. Stangler bereits synthetisiert worden sind.}) 

Wir haben auBer dem Skelettmuskel auch den Herzmuskel 
untersucht, weil die Herzmuskulatur entwicklungsgeschichtlich, 
morphologisch und funktionell vom Skelettmuskel verschied.n ist. 
Ks gelang in Anlehnung an das Moerner’sche Verfahren, eine 
geniigende Menge Hiimin aus der vdllig blutfrei gewaschenen 
Muskulatur zu gewinnen. Die Mesoporphyrine waren mit dem 
aus dem Blut gewonnenen indentisch. Zum Beweis, dab auch 
die Hiimine identisch sind und nicht etwa schon im Muskel 
ein hydriertes Hamin vorliegt, sollten die Protoporphyrine 
untersucht werden. Die organische Komponente ist im Proto- 
porphyrin noch unveraindert. Mit der noch vorhandenen kleinen 
Menge gelang die Darstellung des krystallisierten Protopor- 
phyrinesters nicht mehr. Dagegen lieB sich mit Kisessig—Hydra- 
zinhydrat aus den Muskelhiiminen das typische Protoporphyrin- 
spektrum erzielen. Mit dem Takayamaschen Reagens konnten 
Hiimochromogenkrystalle gewonnen werden. 

Damit glauben wir, die Identitit des Muskelhimins mit 
dem Bluthimin bewiesen zu haben. Andere Himine sind 
im Tierorganismus noch nicht bekannt, wahrscheinlich aber auch 
nicht in so groBen Mengen vorhanden, daB sie die Mutter- 
substanzen des Uro- und Koproporphyrines darstellen kénnten.’) 
Diese Kérper leiten sich also wahrscheinlich nicht von einem 
Hiimin ab, sondern sind direkt synthetisiert worden, eine Tat- 
sache, die die genannte Vorstellung von H. Fischer unterstiitzt. 


Versuchsteil. 
1. Himin aus Herzmuskulatur. Das frische Rinder- 
herz liBt sich mit Hilfe von Durchspiilung der beiden Coro- 
') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 459, S. 72 (1928). 
*) Es bleibt zu untersuchen, ob das von Warburg charakterisierte 


Atmungsferment, dessen Spektrum sich yom Bluthimin nur wenig unter- 
scheidet, nicht mit einem Hiimin der Kopro-Reihe identisch ist. 
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nararterien leicht vollig blutfrei erhalten. Zur Durchspiilung 
geniigt isotonische Kochsalzlésung. 


Der von Fett, GefiBen und Herzklappen befreite Muskel 
wird durch die Fleischmaschine gedreht, mit dem doppelten 
Volumen kalten, destillierten Wasser 2 Stunden ausgezogen 
und der Brei mit Hilfe eines Tuches gut ausgepreBt. Die 
Extraktion wird wiederholt. Kine 3. Extraktion zieht nur noch 
sehr wenig Farbstoff aus und wird nicht mehr verwandt. Der 
Auszug wird unter stiindigem Riihren im Wasserbad auf 62° 
erhitzt und nach Abkiihlen und Filtration (der gebildete Eiweif- 
niederschlag ist farbstofffrei) wird das Filtrat bis fast zum Sieden 
gebracht. Der ausgefallene Farbstoff—KiweiBniederschlag wird 
abfiltriert, mit Wasser und Alkohol auf der Nutsche gewaschen 
und das Himin aus dem Niederschlag nach Moerner mit 1°/, 
schwefelsaurem Alkohol gewonnen. 


Bei der Extraktion ist zu beachten, dal nur eine verhiiltnismaBig 
geringe Menge Alkohol verwandt werden darf, weil sonst ein groBer 
Teil des (gré8tenteils veresterten) Himins in Lésung bleibt. Zur 
Extraktion wurde das Koagulat in der Reibschale mit dem schwefel- 
sauren Alkohol angerieben, 2 Stunden stehen gelassen, abgesaugt und 
auf der Nutsche mit kleinen Mengen Alkohol nachgewaschen. Es diirfen 
nur diejenigen Filtrate verwandt werden, die noch sehr stark gefiirbt 
sind. Die Abscheidung des Hiimins geschah in der iiblichen Weise durch 
Zusatz von 1°/, konz. HCl zu der kochenden Lésung. Die Ausbeute 
betrug etwa 100 mg aus 1 kg Rinderherz. 


Das Himin hatte trotz der immer gleichbleibenden Dar- 
stellungsart die verschiedensten Krystallformen. Mit Hydrazin- 
hydrat oder Ammonsulfat gab es Himochromogenspektrum. 
Mit dem Takayamaschen Reagens lieB sich Hamochromogen 
krystallisiert abscheiden. 

500 mg Himin werden mit Kisessig—Jodwasserstoff und 
rotem Phosphor zu Mesoporphyrin verarbeitet. Dieses wurde 
iiber das Natriumsalz gereinigt und aus diesem mit 2,5°/, 
Salzsiure das Chlorhydrat in krystallisierter Form in denselben 
feinen Nadeln wie aus dem Blute erhalten. Ausbeute 130 mg. 
Die Analyse ergab, daB das Priparat nicht ganz rein war. 


Aus dem Mesoporphyrinchlorhydrat wurden der Athyl- und der 
Methylester hergestellt. 


10* 
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Athylester: Schmelzp. 203°; Mischschmelzp. mit Ester aus Blut 
(Schmelzp. 202°) war 202°, Mit Mikropregl gef. 72,83 und 72,76°/, C; 
7,35 und 7,40°/, H; 9,209, N. Fiir C,,H,,0,N, Mol.-Gew. 622,4 ber. 
73,26°), C; 7,45%, H; 9,00°, N. 

Methylester: Schmelzp. 212°; Mischschmelzp. mit Ester aus 
Blut (mit Schmelzp. 212°) blieb 212°. Mit Mikropregl gef.: 72,41 und 
72,56°/, C; 17,24 und 7,80°/, H; 9,76°/, N. Fiir Mol.-Gew. 594,3 ber.: 
712,69°/, C; 7,12°/, H; 9,43°/, N. 

2. Haimin aus Skelettmuskulatur: Zur Darstellung 
des Muskelhimins wurde 1 Hund von 28 kg entblutet und 
mit etwa 451 isotonischer Kochsalzlésung durchspilt. Im 
letzten Teil der Durchspiilungstliissigkeit lieB sich kaum Blut- 
farbstoff nachweisen. Die Darstellung aus der von Fett be- 
freiten Muskulatur war analog der vom Herzen. Die Aus- 
beute betrug hier nur etwa 55 mg pro kg Muskelgewebe. Zur 
Darstellung des Mesoporphyrinithylesters wurde der gut 
gewaschene Niederschlag des Natriumsalzes direkt mit salz- 
saurem Alkohol verestert. Der Schmelzpunkt betrug 202° 
und der Mischschmelzp. mit dem aus Blut und Herz gewonnenen 
Ester gab keine Depression. Auf die Analyse wurde verzichtet. 




















Uber die Gewinnung von d-Tyrosin aus razemischem 
Tyrosin mittels Oidium lactis. 
Von 


M. Chikano. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. November 1928.) 


In einer friiheren Arbeit iiber die Kinwirkung von Oidium 
lactis auf Tyrosin haben wir’) vorliufig mitgeteilt, daB das 
razemische T'yrosin durch den genannten Schimmelpilz asym- 
metrisch angegriffen wird, wobei seine d-Modifikation un- 
verindert zuriickbleibt. 

Die chemischen und biologischen Methoden, die bisher von 
vielen Autoren zur Darstellung der optischen Antipoden natiir- 
licher Aminosiuren benutzt wurden, waren meistens wegen 
Manipulationsschwierigkeiten und geringer Ausbeute im all- 
gemeinen kaum anwendbar. Eine bequeme VDarstellungs- 
methode des d-Tyrosins ist nicht bekannt. Tsudji?) hat auch 
d-Tyrosin durch asymmetrische Spaltung des dl-Tyrosins mit 
Hilfe von Proteus und Subtilis gewonnen, besonders bei Proteus 
mit besserer Ausbeute. Es ist F. Ehrlich?) gegliickt, durch 
asymmetrische Spaltung der Razemkérper mittels PreBhefe 
mehrere aktive Aminosduren zu isolieren; die Methode ver- 
sagte aber beim Tyrosin. Ehrlich hat die Vermutung aus- 
gesprochen, daB die genannte Aminosiiure in beiden optischen 
Modifikationen in der Natur vorkomme und deswegen die 
Hefe auf beide in gleicher Weise eingestellt sei. 


1) Y. Kotake, M. Chikano und K. Ichihara, Diese Zs, Bd. 148, 
S. 218 (1925). 

*) M. Tsudji, Acta Schol. Med. Kyoto, Bd. 1, 8S. 439 (1917). 

8) F. Ehrlich, Biochem. Zs., Bd. 8, S. 445 (1908) und Bd. 63, 
S. 379 (1914). 
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Rein chemisch hat E. Fischer!) das d-Tyrosin nach Uber- 
fibrung des dl-Tyrosins in die Benzoylverbindung als Chin- 
choninsalz abgetrennt, kirzlich erhielt auch KE. Abderhalden?) 
diese Form als Brucinsalz des Formyl-dl-Tyrosins durch 
fraktionierte Krystallisation. In beiden Fallen war jedoch die 
Ausbeute schlecht. 

Da die ermittelten Werte fiir die spezifische Drehung des 
Tyrosins mehr oder weniger von einander abweichen, scheint 
die Reindarstellung des optisch-aktiven Tyrosins mit einer un- 
zuginglichen Schwierigkeit verkniipft zu sein. 

Nach E. Fischer zeigt das |-Tyrosin, welches er durch 
Kaseinhydrolyse gewann, eine Drehung von [@]i; = —12,56° 
in 4°/,iger Salzsiure, und das synthetisch gewonnene [@]j) = 
—13,20° Die Drehung von E. Schulze und E, Winter- 
stein®) aus verschiedenen Pflanzen dargestellten 1-Tyrosins war 
[a|) = —14,6° und 14,9°; die des durch Hydrolyse des 
Kaseins gewonnenen [e¢])y = —11,6° Durch weitere Reinigung 
des aus Pflanzen dargestellten Priparates konnten sie sogar 
die spezifische Drehung auf [@]}\) = —16,1° steigern. Durch 
Vermeiden der Wiederrazemisierung des Priparates haben die 
genannten Autoren durch Autolyse der Keimpflanzen das 
Tyrosin von [@])) = —16,2° gewonnen. 

E. Fischer hat andererseits nach oben angefiihrtem Ver- 
fahren ein Priparat erhalten, dessen Drehung [@]j’ = +16,4° 
betrug. In neuerer Zeit hat auch 8. Frinkel*) bei protrahierter 
Trypsinverdauung des Kaseins ein d-Tyrosinpriparat erhalten, 
das die Drehung von [a]7; = +17,91° zeigte. 

Das Tyrosin, das nach der allgemeinen Methode durch 
Siiurehydrolyse der Proteine gewonnen wird, besitzt, wie oben 
beschrieben, eine spezifische Drehung von etwa 10 bis 12°. 
Diese verhiltnismiBig niedere optische Aktivitit der Amino- 
siiure ist wahrscheinlich durch die unvermeidliche Teilrazemi- 


1) E. Fischer, Chem. Ber., Bd. 32, S. 638 (1899). 

*) E. Abderhalden und H. Sickel, Diese Zs., Bd. 131, 8. 277 
(1923). 
5) Diese Zs., Bd. 35, S. 308 (1902) und Bd. 45, S. 79 (1905), 
‘) S. Frinkel und K. Gallia, Biochem. Zs., Bd. 134, S. 808 (1922). 
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sierung, die beim Kochen der Kiwei8kirper mit Siure eintritt, 
verursacht. 

Vergleicht man nun mein durch den Schimmelpilz be- 
kommenes Priparat mit den nach anderen Verfahren erhaltenen, 
so steht seine optische Reinheit den letzteren nicht immer 
nach, so daB mein Verfahren mit Ausnahme der besonderen 
Fille eine gute Anwendung finden kann. 


Experimentelles, 


Das Oidium lactis wurde mir liebenswiirdigerweise aus 
der hiesigen Technischen Hochschule zur Verfiigung gestellt. 
Die Razemisierung des 1-Tyrosins, das durch Siurehydrolyse 
aus Seide dargestellt wurde, erfolgte nach Tsudji mit Hilfe 
von Barytwasser. Die Nahrfliissigkeit, die nach der Vorschrift 
von F. Khrlich und K. A. Jacobsen?) aus Rohrzucker und 
einigen anorganischen Salzen besteht, wurde nach Zusatz vou 
dl-Tyrosin im Dampfkessel sterilisiert, nach dem Erkalten mit 
einem Material von frischer Oidium lactis-Reinkultur in iiblicher 
Weise beschickt und bei einer Zimmertemperatur von etwa 
18°C stehen gelassen. Nach einigen T'agen war die Ober- 
fliche der Nihrfliissigkeit mit dem gewachsenen Pilz iiberzogen, 
welcher dann in die Fliissigkeit hineinwuchs. 

Nach der Kultivierung von etwa 20 bis 25 Tagen — in- 
zwischen wurde der Inhalt einigemal geschiittelt — wurde das 
Wachstum der Pilze durch Kochen unterbrochen, die Fliissig- 
keit von der Pilzmasse abfiltriert, auf dem Wasserbade ein- 
geengt. Dabei schied sich Tyrosin in weiBen Krystallen ab, 
welche aus Wasser leicht gereinigt werden konnten. 

Selbstverstiindlich schwanken die Ausbeuten und die opti- 
sche Reinheit des gewonnenen d-'yrosins nach dem Wachstums- 
zustand des Pilzes, der Kulturdauer und den anderen Be- 
dingungen mehr oder weniger. Im Durchschnitt betrug die 
Ausbeute 40 bis 60°/, der Theorie, die spezifische Drehung 
in 4°/,iger Salzsiure tiber 10°. 

Aus dem Filtrat des d-Tyrosins wurden als itherldésliche 





1) Chem. Ber. Bd. 44, S. 888 (1911). 
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Substanz die chemisch fast reinen Krystalle von d-Oxyphenyl- 
milchsiure erhalten. 

Versuch 1. Nach 21 tagiger Kinwirkung von Oidium lactis 
auf 3g dl-Tyrosin wurde die Kultur unterbrochen. Die ge- 
wachsene Pilzmasse wog trocken 1,8 g. Nach Einengen der 
Fliissigkeit wurden 0,97 g reines Tyrosin erhalten, also mit 
einer Ausbeute von 65°/, der Theorie. Die optische Unter- 
suchung ergab: 0,3046 g getrockneten Priparates drehten, in 
16,2 com 4°/,iger Salzsdure gelést, im dm-Rohr bei Natrium- 
licht 0,17° nach rechts: [¢]p = +9,04° 

200 ccm Filtrat vom Tyrosin wurden mit Schwefelsiure 
stark angesiiuert und mit Ather ausgezogen, wobei dadurch 
1,69 g reine d-Oxyphenylmilchsiure erhalten wurden. 

Versuch 2. In der mit 4 g dl-T'yrosin versetzten Nahr- 
fliissigkeit wurde Oidium lactis 22 Tage lang geziichtet. Die 
Pilzmasse betrug dabei 3,2 g. Aus der Flissigkeit wurden 
0,97 g reines Tyrosin gewonnen, die Ausbeute ist also etwa 
48°/, der Theorie. 

0,16 g erhaltenen Tyrosins, in 16 ccm Salzséure geldst, 
drehten im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,10° nach rechts: [@],- 
= +10,00°. 

Aus dem ‘Tyrosinfiltrat konnte ich 1,85 g d-Oxyphenyl- 
milchsiiure erhalten. 

Versuch 3. Nach der 21 tigigen Oidiumkultur wurden aus 
verwendeten 3 g dl-Tyrosin 0,45 g d-Tyrosin isoliert: Ausbeute 
etwa 30°/, der Theorie. Die gewachsene Pilzmasse wog 1,7 g: 

0,2746 g d-Tyrosin drehten, in 16 ccm 4°/,iger HCl-losung 
gelést, im dm-Rohr untersucht, 0,18° nach rechts: [¢], = 
+10,49°. 

Aus dem Filtrat des Tyrosins schieden sich 2,5 g d-Oxy- 
phenylmilchsiure aus. 











Zur Kenntnis der Diaminobutane. 


Von 


Erich Strack und Hellmuth Fanselow. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. November 1928.) 


Das Spermin NH,(CH,),NH(CH,),NH(CH,),NH, zerfillt, 
wie Wrede zeigte’), bei der Behandlung mit Kupferpulver 
und Sauerstoff in alkalisch-wiBriger Lésung in 2 Basen, die 
sich leicht voneinander trennen lassen. Die eine hat die Formel 
C,H,,N,, sie erwies sich als ein Aminopropylpyrrolin; die andere 
zeigt die Kigenschaften eines aliphatischen Diamins. Zu ihrer 
Isolierung eignet sich recht gut das schwer ldésliche und gut 
krystallisierende m-Nitrobenzoylderivat. Bei dessen Analyse 
wurden Werte gefunden, die ungefahr auf eine Formel C,H,.N, 
der zugrunde liegenden Base schlieBen lassen. Da die Konsti- 
tution der Base fiir die Kenntnis des Sperminmolekiils von groBer 
Wichtigkeit war, versuchte Wrede sie mit einem der bekannten 
Diaminobutane zu identifizieren. Dabei zeigte sich, dab — 
abgesehen vom 1,4-Diaminobutan (Putrescin) — die betreffenden 
Basen in der Literatur recht wenig charakterisiert sind. 

Wir haben deshalb versucht, die verschiedenen Diamine 
darzustellen. Dies gelang nicht immer nach den friiher an- 
gegebenen Methoden. Wir méchten deshalb in folgendem die 
von uns eingeschlagenen Wege zu ihrer Gewinnung beschreiben. 
— Von den Basen wurden die als besonders zur Isolierung 
geeigneten m-Nitrobenzoylderivate dargestellt. Wir hoffen, durch 
die Beschreibung dieser durch Schmelzpunkt und Léslichkeit 
charakteristischen Derivate das Auffinden und die Identifizie- 
rung eines der Diaminobutane in Zukunft zu erleichtern. 








1) Diese Zs. Bd. 153, 8. 306 (1926); ebda. Bd. 161, S. 66 (1926). 
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Von Diaminobutanen kénnen sechs Isomere angenommen 


werden: 
1. 1,4-Diaminobutan (Putrescin) NH,-CH,+CH,-CH,-CH,+NH,, 
2. 2,8- - CH, -CH(NH,)-CH(NH,)-CH,, 
8. 1,2- - CH,(NH,)-CH(NH,)-CH,-CH,, 
4, 1,3- is CH,(NH,)-CH,-CH(NH,)-CH,, 
5. 1,3-Diamino-2-methylpropan CH,+CH(CH,NH,), 
6. 1,2- ss (CH,),C(NH,)CH,NH,. 


Bei der Acylierung des 2,3-Diaminobutans wurden merk- 
wiirdigerweise zwei Verbindungen isoliert. Auch beim m-Nitro- 
benzoylprodukt des 1,2-Diamino-2-methylpropans wurden zwei 
Kérper von gleicher empirischer Formel beobachtet. Hier 
lagerte sich allerdings der eine vom Schmelzp. 145° leicht um 
in den anderen vom Schmelzp. 174° Die Art der Isomerie 
soll hier nicht weiter erértert werden.?) 

Das 2,3-Diaminobutan wurde nach Angeli durch Re- 
duktion von Diacetyldioxim in Alkohol gewonnen.?) Die Bil- 
dung des Diamins soll nach folgendem Schema vor sich 


gehen: 
CH,-C-NOH CH,-CH-NH, 
| + 8H = + 2H,0.. 
CH,-C-NOH CH,-CH-NH, 

Das m-Nitrobenzoylprodukt lieB sich, wie oben erwdhnt, 
durch fraktionierte Krystallisation in zwei Kérper zerlegen. 
Der eine in Methylalkohol lésliche zeigte den Schmelzp. 238°, 
der andere unldsliche den Schmelzp. 320°. Der Analyse nach 
haben beide Koérper gleiche Zusammensetzung. 

Das 1,2-Diaminobutan stellte Demjanow durch Re- 
duition der ,griinblauen Fliissigkeit dar, die sich bei der 
Kinwirkung von nitrosen Gasen auf Butylen in Ather bildet.*) 
In der ,,griinblauen Fliissigkeit* werden monomolekulare Ge- 
bilde angenommen, so daB der Reaktionsmechanismus bei der 
Bildung des Diamins folgendermaBen erklirt werden kénnte: 


') Vgl. dazu G. T. Morgan u. Hickinbottem, Chem. Zbl, 1925, 
I, 8. 43; Jl. Soe. Chem. Ind. Bd. 43, 8. 307 (1924). 

2) G. Bd. 20, §.538 (1890); Chem. Ber. Bd. 23, §S..1358 (1890); 
Frejka u. Zahlova, Chem. Zbl. 1927, I, S. 58. 

5) Chem. Ber. Bd. 40, 8. 245 (1907). 
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OH,-CH-CH,-CH, ___, CH,-CH-CH,-CH, 
NO, NO _ NH, NH, . 

Die Frage der Konstitution der ,,griinblauen Fliissigkeit“ 
ist allerdings noch keineswegs ganz geklirt.') — Die ,,griin- 
blaue Fliissigkeit* war leicht zu erhalten. Ihre Reduktion in 
der von Demjanow angegebenen und von uns mebhrfach vari- 
ierten Weise lieb die gewiinschte Base nicht entstehen. Des- 
halb wurde versucht, dieselbe durch Kinwirkung von methyl- 
alkoholischem Ammoniak auf 1,2-Dibrombutan zu gewinnen. 
Hierbei wurde das 1,2-Diaminobutan, wenn auch nur in recht 
geringer Ausbeute, erhalten: 

CH,Br-CHBr-CH,CH, + 2NH, 
= CH,(NH,)-CH(NH,)-CH,-CH, + 2HBr. 

Kine Methode, die wesentlich einfacher und glatter ver- 
lief, fanden wir darin, daB wir Propylaldehydcyanhydrin mit 
Ammoniak umsetzten und das Aminonitril mit Natrium und 
Alkohol reduzierten: 

CH;,;CH,CH(OH)CN +N: CH,CH,CH(NH,)CN 
+4H, CH,CH,CH(NH,)CH,NH, . 

Das 1,3-Diaminobutan wurde nach der Vorschrift von 
Byk durch Reduktion von 4-Methyluracil in Alkohol mit 
Natrium dargestellt.?) Die Reaktion soll nach folgendem 
Schema verlaufen: 


N=CH HN—CH, H,N—CH, 
| | | | | 
HC CH + 3H, =,C CH, +H,0. CH, + HCOH. 
| | a I 
N—C-CH, HN—CH-CH, H,N--CH-CH, 
4-Methyluracil 4-Methylhexahydro- 1,3-Diaminobutan 
pyrimidin 


Das 1,3-Diamino-2-methylpropan stellten Johnson 
und Joyce durch Reduktion von 2-Athylmercapto-5-methyl- 
6-oxypyrimidin dar.*) Wir versuchten, da uns diese Dar- 





1) Vgl. dazu Wieland, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 329, 8S. 225 
1903); Bd. 840, S. 63 (1905); Bd. 424, S. 71 (1921). 

2) Chem. Ber. Bd. 36, S. 123 (1903). 

3) Chem. Zbl. 1917, I, 584; Jl. of the Amer. chem. Soe. Bd. 38, 
S. 1858 (1916). 
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stellung recht umstiindlich erschien, die Base durch Reduk- 
tion des betreffenden Cyanids zu gewinnen. Das Methyl- 
malonsaiurecyanid wurde nach Henry aus Methylmalonsiure- 
amid mit Phosphorpentoxyd dargestellt.!) Die Reduktion des 
Cyanids wurde in Alkohol mit Natrium vorgenommen: 


CO-NH, CN CH,- NH, 

| | | 
CH,-CH -2M,0, CH,-CH +8H,  CH,-CH 

| | | 

CONH, CN CH,- NH, 


Das 1,2-Diamino-2-methylpropan nach der von 
Szidorenko?) angegebenen Methode — Reduktion der ,,griin- 
blauen Fliissigkeit“, die durch Kinwirkung von nitrosen Gasen 
auf Isobutylen gewonnen war — darzustellen, gelang nicht, 
auch nicht durch vielfache Variation der Versuchsbedingungen. 
Die Base lieB sich aber durch Reduktion des «-Aminoiso- 
buttersiurenitrils bereiten: 

(CH,),- C(NH,)+ CN + 4H = (CH,),  C(NH,)+ CH, - NH. 


Experimenteller Teil. 


Die m-Nitrobenzoylderivate der beschriebenen Basen 
werden, wie iiblich, durch Schiitteln von m-Nitrobenzoylchlorid 
mit der Base in etwa 5°/,iger Natronlauge gebildet. Die aus- 
gefallenen Massen werden durch Waschen mit kaltem Alkohol 
von Verunreinigungen befreit. Der Riickstand wird in etwas 
Pyridin gelést; durch Zusatz von Wasser oder Alkohol wird 
Krystallabscheidung bewirkt. Bei leichter léslichen m-Nitro- 
benzoylverbindungen kann auch aus heiBem Alkohol umkry- 
stallisiert werden. 

m-Nitrobenzoylderivat des 1,4-Diaminobutans 
(Putrescins). Aus warmem Pyridin werden weife Krystalle 
vom Schmelzp. 246° (unkorr.) erhalten. 

2,569 mg Substanz gaben 0,326 ccm N (19°, 754 mm). 

C,,H,gN,O, (386,1) Ber. N 14,52°/, Gef. N 14,72°/, 


') Fittic, Jahresber. 1889, S. 639a. 
*) Chem. Zbl. 1907, I, 399; Jl. Russ. Phys.-Chem. Ges. Bd. 38, 


S. 955 (1906). 
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m-Nitrobenzoylderivat des 2,3-Diaminobutans, 
Die beim Acylieren erhaltenen Massen werden mit warmem 
Methylalkohol ausgezogen. Ein Teil geht in Lésung. Beim 
Abkiihlen erscheinen weiBe Krystalle, die nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren den Schmelzp. 238° (unkorr.) zeigen. Der in 
Methylalkohol unlésliche Teil lést sich in Pyridin. Auf vor- 
sichtigen Wasserzusatz scheiden sich weife Krystalle ab, die 
nach weiterem Umkrystallisieren den Schmelzp. 320° (unkorr.) 
zeigen. 
Koérper vom Schmelzp. 238°. 
14,614mg Substanz brauchten 6,87 cem n/10-Ba(OH), f. H + 13,66 ecm 
n/10-Ba(OH), f. C. 
2,042 mg Substanz gaben 0,255 cem N (20°, 757 mm). 
C,,H,,N,O, (886,1) Ber. © 55,949), HH 4,70 N 14,529, 
Gef. ,, 56,08 4,74 14,50 
Molekulargewichtsbestimmung: 
0,224 mg Substanz in 5,671 mg Campher gaben Jd = 4,2°. 
Mol.-Gew. Ber. 386,1 Gef. 376 


Koérper vom Schmelzp. 320°. 
15,260 mg Subst. brauchten 7,37 cem n/10-Ba(OH), f. H + 14,42 ecm 
n/10-Ba(OH), f. C. 
2,008 mg Substanz gaben 0,257 com N (21°, 751 mm). 


C,sH,sN,O, (886,1) Ber. C 55,94°/, H 4,70°%,  N 14,52, 
Gef. ,, 56,03 4,87 » 14,68 


Eine Molekulargewichtsbestimmung war wegen der ge- 
geringen Léslichkeit des Koérpers nicht durchfihrbar. 

m-Nitrobenzoylderivatdes1,3-Diaminobutans. Der 
Kérper kommt aus wiBrigem Pyridin in Form weiBer Nadeln 
vom Schmelzp. 199° (unkorr.). 

15,242 mg Substanz brauchten 7,09 cem n/10-Ba(OH), f. H + 14,22ecm 


n/10-Ba(OH), f. C. 
2,567 mg Substanz gaben 0,323 eem N (22°, 758 mm). 


C,¢H,sN,O, (886,1) Ber. C 55,94°/, HH 4,70°/,  N 14,52°/, 
Gef. ,, 55,98 », 4,69 » 14,52 
Molekulargewichtsbestimmung: 
0,250 mg Substanz in 5,310 mg Campher gaben 4 = 4,9”. 
Mol.-Gew. Ber. 386,1 Gef. 384 














158 Erich Strack und Hellmuth Fanselow, 


m-Nitrobenzoylderivat des 1,2-Diaminobutans. 
Die Base laBt sich auf zwei Wegen darstellen: I. durch Ein- 
wirken von methylalkoholischem Ammoniak auf 1,2-Dibrom- 
butan; II. mit wesentlich besserer Ausbeute durch Reduktion 
des «-Aminobuttersiurenitrils. 

I. 2 g des Dibrombutans') werden mit 30 ccm bei 0° mit 
Ammoniak gesittigtem Methylalkohol 24 Stunden auf 100° im 
Bombenrohr erhitzt. Das Ammoniak und der Methylalkohol 
werden durch Erwirmen auf dem Wasserbade zum gréBten 


Teil verjagt. Dann wird im Vakuumexsiccator eingeengt. Es _ 


hinterbleiben derbe, schwachgelb gefiirbte Krystalle des Brom- 
hydrates der Base. Die beim Acylieren mit m-Nitrobenzoyl- 
chlorid erhaltenen weiBen Massen werden mit kaltem Methyl- 
alkohol gewaschen und aus heiSem Athylalkohol umkry- 
stallisiert. 

II. Kiufliches Propylaldehydcyanhydrin wird mit etwa der 
fiinffachen Menge iithylalkoholischem Ammoniak (bei 0° ge- 
siittigt) gemischt und im Rohr 3 Stunden auf 100° erhitzt. 
Der Rohrinhalt wird mit etwa der 10fachen Menge Athyl- 
alkohol versetzt. Die durch Wasser gekihlte Lésung wird 
durch Einwerfen von metallischem Natrium (die dreifache 
Menge des angewandten Cyanhydrins) reduziert. Nach Zusatz 
von Wasser wird im Vakuum Alkohol und Ammoniak még- 
lichst vollstiindig entfernt. Die wibrige Lésung wird mit 
m-Nitrobenzoylchlorid behandelt. Beim Umkrystallisieren aus 
Alkohol entsteht derselbe Kérper wie oben. 

15,307 mg Substanz brauchten 7,26 cem n/10-Ba(OH), f. TI + 14,35¢eem 


n/10-Ba,OH), f. C. 
2,784 mg Substanz gaben 0,351 cem N (21°, 764 mm). 


C,,H,.N,O, (886,1) Ber. C 55,94°/, HH 4,70%  N 14,52°, 
Gef. ,, 56,25 y 4,78 14,71 


Molekulargewichtsbestimmung: 
0,743 mg Substanz in 7,543 mg Campher gaben Jd = 10,0°. 
Mol.-Gew. Ber. 386,1 Gef. 394 
Die Substanz bildet weife Nadeln vom Schmelzp. 197° 
(unkorr.). 





') Wiirtz, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 152, S. 23 (1870). 
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m-Nitrobenzoylderivat des 1,3-Diamino-2-methyl- 
propans. Das nach Henry?) dargestellte Methylmalonsiiure- 
nitril wird in alkoholischer Lésung mit metallischem Natrium 
reduziert. Der iiberschiissige Alkohol wird abgedampft, das 
entstandene Amin wird mit iiberhitztem Wasserdampf iiber- 
getrieben und in einer Vorlage mit verdiinnter Salzsiiure auf- 
gefangen. Aus der etwas eingedampften Lésung des Chlor- 
hydrats wird das m-Nitrobenzoylderivat dargestellt. Nach 
Umkrystallisieren aus Pyridin bilden sich weiBe Krystalle vom 
Schmelzp. 182° (unkorr.). 

15,203 mg Substanz brauchten 14,19 cem n/10-Ba(OH), f. C + 7,07 cem 
n/10-Ba(OH), f. H. 

C,3H,,N,O, (386,1) Ber. C 55,94°/, II 4,70 °/, 

Gef. ,, 56,00 » 4,69 
Molekulargewichtsbestimmung: 
0,747 mg Substanz in 7,249 mg Campher gaben 4 = 11°. 
Mol.-Gew. Ber. 386,1 Gef. 375. 


m-Nitrobenzoylderivat des 1,2-Diamino-2-methyl- 
propans. Die Base wird durch Reduktion des «-Aminoiso- 
buttersiiurenitrils”) gewonnen. Es wird dazu folgendermaBen 
verfahren: In einem Erlenmeyerkolben werden 105 g Cyan- 
kalium mit 58 g Aceton und etwa 200 ccm Ather  iiber- 
schichtet. Unter guter Kiihlung wird langsam soviel rauchende 
Salzsiiure zugesetzt, daB die Reaktion soeben noch nicht kongo- 
sauer ist. Wahrend des Prozesses wird gut durchgeschiittelt. 
Nach etwa 1 Stunde Stehen wird die Atherlésung von den 
Salzen abgegossen, Ather und Aceton werden im Vakuum ab- 
destilliert. Der Riickstand (Cyanhydrin) wird gewogen und mit 
einer gesittigten Lésung von Ammoniak in Athylalkohol ver- 
setzt, so daB auf 1 Mol des Cyanhydrins (85 g) 1'/, Mol NH, 
(etwa 25 g) kommt. Die Mischung bleibt 12 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen. 

Das «-Aminoisobuttersiurenitril wird zur Darstellung des 


1) a. a. QO. 
*) Wislicenus u. Urech, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 164, 
S. 258 (1872); Tiemann, Chem. Ber. Bd. 14, S. 1971 (1881); Marck- 
wald, Neumark u. Stelzner, Chem. Ber. Bd. 24, S. 3283 (1891). 
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Diamins nicht isoliert. Die noch nach Ammoniak riechende 
Fliissigkeit wird mit etwa der 10fachen Menge Alkohol ver- 
setzt und durch Zusatz von metallischem Natrium unter 
Wasserkiihlung reduziert. Dann wird Wasser zugegeben und 
Alkohol und Ammoniak im Vakuum méglichst vollstandig ab- 
destilliert. Der Rickstand wird in iblicher Weise mit 
m-Nitrobenzoylchlorid acyliert. Die ausfallenden Massen 
werden mit kaltem Methylalkohol gewaschen und aus warmem 
Methylalkohol umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt liegt dann 
bei 145° (unkorr.). 

2,331 mg Substanz gaben 0,283 ccm N (20°, 766 mm). 

C,.H,sN,O, (3861) Ber. N 14,52%  Gef. N 14,26%, 
Molekulargewichtsbestimmung: 
0,932 mg Substanz in 7,458 mg Campher gaben 4 = 13,5°. 
Mol.-Gew. Ber. 386,1 Gef. 375, | 

Wird die Substanz mit Athylalkohol kurze Zeit gekocht, 
so steigt der Schmelzpunkt auf 174° (unkorr.). 

3,547 mg Substanz gaben 0,437 cem N (20°, 760 mm). 

C,,H,,N,O, (386,1) Ber. N 14,52%  Gef. N 14,82, 
Molekulargewichtsbestimmung: 
0,772 mg Substanz in 7,298 mg Campher gaben J = 11°. 
Mol.-Gew. Ber. 356 Gef. 384. 

Kine Riickverwandlung des Kérpers vom Schmelzp. 174° 

in den vom Schmelzp. 145° gliickte uns nicht. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir fiir Mittel, die zur Durchfiihrung der Arbeit bendtigt 
wurden. Ebenso ist der eine von uns (EK. Str.) fir Unter- 
stiitzungen der Justus Liebig-Gesellschaft zu Dank verpflichtet. 





